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Resumen y Abstract V 
 
Resumen 
El objetivo del presente estudio fue evaluar la capacidad degradadora de consorcios 
bacterianos aislados de suelos impactados con explosivos. Los consorcios fueron 
establecidos a través de enriquecimientos selectivos utilizando un medio mínimo de 
nutrientes suplementado con TNT y PETN (150 mg/l c/u) y se evaluaron dos 
tratamientos: Con fuente de carbono y sin fuente de carbono. Se monitoreo la 
concentración de explosivos y se evaluó la dinámica de la comunidad microbiana. Los 
resultados mostraron que al incrementar el número de pases en el tiempo, disminuyó la 
capacidad degradadora de los consorcios, tendencia que se vio reflejada en un 
incremento significativo de las concentraciones de TNT. Se identificaron géneros como 
Burkholderia, Achromobacter, Cupriavidus y Comamonas. La presencia de diferentes 
géneros bacterianos, sumado a la disminución de la capacidad degradadora, sugiere que 
la estructura de la comunidad es un factor clave para garantizar la funcionalidad 
(degradación) de los consorcios por los explosivos.  
 
 
Palabras clave: TNT, PETN, consorcios, cultivos de enriquecimiento, especies claves. 
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Abstract 
The objective of this research was to establish degrading consortia from explosives-
contaminated soils. Consortia were established through enrichment selective culture 
using minimum medium supplemented with TNT and PETN (150 mg/l each one) and two 
treatments were evaluated (with carbon source and without carbon source). Explosives 
concentration and microbial community dynamic were monitored. The results showed that 
degrading capacity was gradually reduced after each transfer with significant 
accumulation of TNT and PETN. Burkholderia, Achromobacter, Cupriavidus and 
Comamonas were identified. Changes of these bacterial genera through the study, in 
addition to the loss of degrading capacity, suggest that the community structure is a key 
factor to maintain the explosives degradation capacity.  
 
 
 
Keywords: TNT, PETN, consortia, enrichment selective culture, keystone. 
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Introducción 
Los compuestos nitroaromáticos y ésteres de nitrato se caracterizan por ser xenobióticos, 
recalcitrantes y persistentes en el ambiente. Sin embargo, estos compuestos son 
ampliamente utilizados por la industria de explosivos debido a su estabilidad y alto poder 
de liberación de energía. 
 
Dentro de los explosivos más utilizados se encuentran el TNT (2,4,6 trinitrotolueno) y 
PETN (pentaeritritol tetranitrato), compuestos que cuando se mezclan dan origen a 
formulaciones explosivas como la pentolita (TNT:PETN, 50:50). La comercialización de 
estos compuestos en Colombia ha incrementado en los últimos años debido a su 
demanda por diferentes sectores industriales del país, en el 2009 la producción de PETN 
fue de 241,560 Kg y la importación de TNT ascendió a 155,000 Kg (Diana Rey, 
comunicación personal). 
 
De estos compuestos, solo el TNT ha sido ampliamente reportado como tóxico, 
mutagénico y carcinogénico, se encuentra clasificado por la agencia ambiental de los 
Estados Unidos como contaminante prioritario, por esta razón, los residuos generados 
durante su fabricación, transporte y almacenamiento deben tener una regulación especial 
(EPA, 2001). Por otro lado, el PETN no registra toxicidad; sin embargo, su presencia en 
el ambiente años después de la segunda guerra mundial, lleva a pensar que es 
altamente persistente y que puede llegar a generar un impacto ambiental y social. 
 
Existen diversos tratamientos fisicoquímicos para remediar ambientes impactados con 
estos compuestos como la incineración y detonación; sin embargo, debido a problemas 
como su alto costo y la contaminación generada, se ha limitado su aplicación. Por lo 
anterior, se han implementado alternativas biológicas como la biorremediación para 
eliminar estos compuestos del ambiente. Aunque se ha encontrado un gran número de 
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microorganismos degradadores de explosivos, aún no existen reportes que un solo 
microorganismo sea capaz de lograr la mineralización de dichos compuestos.  
 
Por lo anterior, el establecimiento de consorcios de microorganismos degradadores en 
estudios de biorremediación se ha convertido en uno de los temas de interés para la 
comunidad científica, debido a que se pueden lograr mayores porcentajes de remoción 
de estos compuestos, disminuir su toxicidad y en algunos casos, lograr la mineralización 
(1, 2). Por esta razón, esta investigación busca recuperar y establecer consorcios 
bacterianos aislados a partir de ambientes impactados con explosivos. 
 
En el presente estudio se realizó una metodología para el establecimiento de consorcios 
y se evaluó el impacto de los explosivos sobre la dinámica de la comunidad bacteriana. 
Es así como, se abren nuevas perspectivas a nivel científico y técnico para el desarrollo 
de futuros estudios en la línea de investigación biorremediación de ambientes 
contaminados de la Unidad de Saneamiento y Biotecnología Ambiental – USBA.  
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1. Marco Teórico 
1.1 Explosivos 
1.1.1 Generalidades 
Los explosivos se definen como sustancias líquidas o sólidas que por la temperatura o 
choques mecánicos, se descomponen rápidamente, liberando altas cantidades de gas y 
energía (3). Estos compuestos se clasifican de acuerdo a su velocidad de detonación en 
explosivos lentos o rápidos. En estos últimos, existe otra subdivisión de acuerdo a la 
función que desempeñan dentro de una carga explosiva, dando así  origen a los 
explosivos primarios que son los que inician la explosión, y secundarios que son los que 
constituyen la carga explosiva principal (3, 4).  
Por otro lado, los explosivos se han clasificado de acuerdo a su estructura química, 
siendo los más importantes aquellos que contienen un grupo nitro (NO2
-), dentro de los 
cuales se encuentran los nitroaromáticos, ésteres de nitrato y nitroaminas (4).  
 
 TNT (2, 4, 6 trinitrotolueno) 
El TNT es uno de los explosivos nitroaromáticos más utilizado debido a que sus 
propiedades fisicoquímicas, como bajo punto de fusión y baja sensibilidad (Tabla 1-1), lo 
convierten en un compuesto estable y relativamente seguro durante su manipulación.  
La producción de este explosivo a nivel mundial es masiva, y tuvo su auge desde la 
primera guerra mundial. Numerosos estudios han identificado la presencia de TNT en 
suelos y aguas, por lo cual se considera recalcitrante y persistente en el ambiente (5-9).  
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El TNT se caracteriza por su alta fotoreactividad, por esta razón, su presencia en cuerpos 
de agua y residuos líquidos generados durante su fabricación, da origen a “aguas rojas o 
rosadas” que se caracterizan por altas concentraciones de metabolitos (p.e., 
hidroxilaminos, azoxy y compuestos azo), generados por la degradación abiótica. Es 
importante destacar que estos intermediarios pueden llegar a ser mas tóxicos que el 
explosivo en su estado original (1, 7, 8).  
 
La toxicidad del TNT ha sido reportada por la EPA (del inglés, Environmental Protection 
Agency) y es considerado como un compuesto carcinogénico y mutagénico para 
animales, y posible carcinogénico para humanos 
(http://www.epa.gov/iris/subst/0269.htm). Adicionalmente, se encuentra clasificado como 
contaminante prioritario, por lo cual, los residuos generados durante su fabricación, 
transporte y almacenamiento deben tener una regulación especial (3). 
 
 PETN (Pentaeritritol tetranitrato) 
El PETN es un éster de nitrato y su uso no es tan extensivo en comparación al TNT, 
debido a que es más sensible al impacto y choques. Sin embargo, sus propiedades 
fisicoquímicas le confieren características de estabilidad ante la fricción, por esta razón 
es utilizado en cordones detonantes o como carga principal explosiva (Tabla 1-1) (10). 
Adicionalmente, en algunas ocasiones es mezclado con TNT (50:50) para formar 
pentolita, formulación explosiva ampliamente utilizada en la industria minera, petrolera, 
del carbón, entre otras (Diana Rey, comunicación personal).  
 
El PETN es ampliamente utilizado por la industria farmacéutica como vasodilatador; sin 
embargo, la exposición prolongada a este compuesto causa problemas como la 
disminución de la presión sanguínea (11). Hasta la fecha, no existen reportes sobre la 
toxicidad de este explosivo; sin embargo, su presencia en diferentes ambientes ha sido 
reportada en diversas investigaciones, por lo que se considera un compuesto 
recalcitrante y persistente (11, 12). 
 
| 
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Tabla 1-1: Propiedades fisicoquímicas del TNT y PETN (4). 
Propiedades Fisicoquímicas                                TNT PETN 
Apariencia 
Cristales blancos o 
amarillos 
Cristales pequeños 
blancos 
Densidad (g/ml) 1.65 1.78 
Peso molecular (g) 227.2  316.2  
Punto de fusión (°C) 80.7 141.3 
Solubilidad (g/100 g solvente, 25° C) 
Agua: 0.02 
Acetona: 132 
Agua: 2x10
-4
  
Acetona: 20.3 
Energía de activación (Kcal/mol) 34.18  47.08  
1.2 Métodos empleados para el tratamiento de ambientes 
contaminados con explosivos 
Existen diversos métodos para remediar suelos contaminados con explosivos y sus 
residuos, entre ellos se destacan los fisicoquímicos y biológicos, y su uso depende del 
tipo de compuesto y las condiciones del ambiente a remediar, los costos y disponibilidad 
de equipos, entre otros. 
1.2.1 Tratamientos Fisicoquímicos 
Los tratamientos fisicoquímicos más reportados son la incineración y la detonación, y son 
utilizados para destruir grandes cantidades de explosivos. Así mismo, sirven para el 
manejo de explosivos obsoletos, incautados y explosivos que son enterrados bajo tierra y 
en algunas ocasiones no detonan (Tabla 1-2) (3). 
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Tabla 1-2: Tratamientos fisicoquímicos reportados para la remediación de ambientes 
contaminados con explosivos. 
Tratamiento Ventajas Desventajas 
Incineración 
-Rápida 
-Efectiva (13) 
-Combustión en algunos casos es incompleta y puede 
contaminar otros ambientes (3). 
-Es costosa (equipos, energía) (14, 15).  
Detonación en campo 
abierto 
-Rápida y 
económica 
 
-Requiere grandes extensiones de tierra (3). 
-Traslada el contaminante de un ambiente a otro. 
-Riesgo social. 
-Impacto ambiental. 
 
En términos generales, el uso de este tipo de tratamientos presenta más desventajas que 
ventajas, ya que se puede llegar a contaminar ambientes como agua subterránea, suelo 
y aire, afectando la vida de plantas, animales y humanos (16-18).  
1.2.2 Tratamientos biológicos  
Los tratamientos biológicos o biorremediación utilizan organismos o microorganismos 
para transformar un contaminante en compuestos menos tóxicos o inocuos. El objetivo 
es eliminar o remover de manera eficiente y controlada el contaminante presente en 
suelo, agua o aire, sin transferirlo de un ambiente a otro (15, 16). Este proceso se 
favorece debido a que los microorganismos son ubicuos y poseen una amplia versatilidad 
metabólica para degradar y utilizar diferentes compuestos como fuente de carbono y 
energía para su crecimiento. Por tal razón, la biorremediación se convierte en una 
alternativa viable, sencilla, económica y lo más importante, ambientalmente amigable (15, 
19).  
 
De igual forma, durante este proceso no solo se contribuye a la degradación del 
contaminante sino a la restauración de los ecosistemas afectados, ya que al restablecer 
las comunidades nativas se pueden recuperar servicios ecosistémicos importantes como 
los ciclos biogeoquímicos (7, 20).  
 
Marco Teórico 7 
 
 
La biorremediación de ambientes contaminados con explosivos, específicamente de TNT 
y PETN, ha sido ampliamente reportada en diversas investigaciones; sin embargo, el 
proceso es lento debido a la composición y naturaleza de estos compuestos (6, 7, 21, 
22). Dentro de las estrategias más utilizadas se destacan: 
A) Bioaumentación: Consiste en la incorporación de microorganismos degradadores 
(nativos o exógenos) del contaminante al ambiente (19). Para tratamientos de 
biorremediación, diversos autores recomiendan utilizar microorganismos nativos, ya 
que estos se encuentran adaptados a las condiciones ambientales y a la presencia 
del contaminante (23-25). Por esta razón, la mayoría de estudios en el área de 
explosivos se han dirigido a la búsqueda y aislamiento de microorganismos 
degradadores en ambientes cercanos a industrias que se dedican a su producción y 
que pueden estar impactados con estos compuestos (20, 21, 26).  
B)  Fitorremediación: Es una estrategia utilizada para incrementar los porcentajes de     
remoción de explosivos. Para esto, diversos estudios se han dirigido a la clonación 
de las enzimas producidas por los microorganismos que participan en la degradación 
de estos compuestos, para su posterior incorporación en plantas. Los resultados han 
mostrado que los niveles de expresión de los genes involucrados son altos y con ello 
incrementan los porcentajes de remoción (27-29). 
 Biodegradación de explosivos 
La biodegradación de explosivos es un tema que aun no se encuentra completamente 
elucidado. Diversos autores han propuesto algunas de las posibles rutas metabólicas y 
mecanismos que realizan los microorganismos durante la degradación (6-8).  
Biodegradación de TNT 
 
La degradación de nitroaromáticos se caracteriza por ser un proceso lento debido a su 
toxicidad y baja solubilidad (6). Sin embargo, los microorganismos que han mostrado 
capacidad degradadora utilizan rutas reductivas que pueden atacar directamente los 
grupos nitro (NO2
-) del TNT o pueden formar el complejo Meisenheimer que ataca el 
anillo aromático. Estas vías reductivas liberan nitrito o amonio, compuestos que pueden 
ser utilizados como fuente de nitrógeno para el crecimiento y metabolismo de los 
microorganismos (6) (Figura 1-1). 
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En este orden de ideas, la reducción de los grupos nitro involucra la participación de las 
enzimas nitroreductasas. Estas enzimas contienen un grupo prostético en su estructura, 
son dependientes de NAD(P)H y se clasifican de acuerdo a su sensibilidad al oxígeno 
(O2). Es así como, existen nitroreductasas tipo I que son insensibles al O2 y tipo II que 
son sensibles al O2  (6). 
 
En la degradación mediada por nitroreductasas, las enzimas tipo I catalizan la reducción 
secuencial de los grupos nitro a través de la transferencia de 2 electrones que provienen 
del NADPH, para producir compuestos nitroso, hidroxilamino y amino (Figura 1-2). Por 
otro lado, las enzimas tipo II, catalizan la reducción de un electrón del grupo nitro, 
generando un radical nitro anión, el cual puede ser reoxidado aeróbicamente a la 
estructura original (Figura 1-2) (6). 
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Ilustración 1-1: Principales vías reductivas utilizadas para la degradación de TNT (6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración 1-2: Reducción del TNT mediante nitroreductasas (Tipo I y II) (6). 
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En términos generales, durante este metabolismo reductivo, se generan intermediarios 
como aminodinitrotoluenos y dinitrotoluenos, los cuales suelen acumularse en el medio 
de cultivo sin lograr su completa degradación (Figura 1-3) (6, 7). Es importante destacar 
que diversos estudios han reportado que durante la degradación en condiciones 
aerobias, se pueden condensar dichos intermediarios y formar compuestos inertes como 
los azoxy (Figura 1-3). Estos compuestos son tóxicos, recalcitrantes y causan una alta 
tasa de mutación en la población microbiana, por lo cual limitan el proceso de 
degradación (7, 8, 30, 31).  
 
La otra vía reductiva del TNT es la que hace referencia al ataque del anillo aromático y 
formación complejo Meisenheimer, proceso que es mediado por la enzima hidruro 
transferasa que pertenece a la familia de proteínas OYE (del inglés, Old Yellow Enzyme). 
Es así como, durante el proceso reductivo, un ión hidruro (H-) entra en el carbono 3 (C3) 
del anillo aromático del TNT y forma el compuesto C3-[H
-]-TNT y posteriormente se 
genera el complejo dihibrido Meisenheimer (C3,C5-[2H
-]-TNT.H+). Este último, se 
caracteriza por ser estable en medio acuoso y lentamente rearomatiza el anillo, 
generando 2-hidroxilamino-6-nitrotolueno y liberando nitrito (Figura 1-3).  
 
Dentro de los microorganismos que han sido reportados como degradadores de TNT 
bajo condiciones aerobias se encuentran: Bacillus sp., Enterobacter cloacae, 
Enterobacter sp., Mycobacterium sp, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas 
aeruginosa, Pseudomonas pseudoalcaligenes, Rhodococcus erythropolis, Serratia sp., 
Staphylococcus sp., Stenotrophomonas maltophilia (6-8). 
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Ilustración 1-3: Rutas metabólicas reportadas para la reducción del TNT (8). 
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 Biodegradación de PETN 
 
La degradación de PETN, ha sido reportada bajo condiciones aerobias y aunque se sabe 
que el proceso es reductivo, no se conoce con certeza el mecanismo empleado y los 
subproductos generados. Varios estudios han demostrado que el proceso es catalizado 
por la acción de enzimas reductasas dependientes de NAD(P)H y consiste en la 
liberación de los grupos nitro hasta llegar a pentaeritritol dinitrato. Estos estudios han 
reportado microorganismos degradadores como Enterobacter cloacae y Agrobacterium 
radiobacter; sin embargo, existen muy pocos reportes que evalúen el proceso de 
degradación de este explosivo (11, 32). (33) 
1.3 Consorcios bacterianos empleados en la degradación 
de explosivos 
Los consorcios se definen como mezclas de diferentes microorganismos que interactúan 
entre sí y son utilizados en biorremediación para desarrollar actividades específicas como 
degradación de compuestos (p.e., hidrocarburos, perclotaros, plaguicidas, celulosa, etc) y 
tratamiento de aguas residuales, entre otros. El éxito del uso de consorcios en este 
campo se debe al sinergismo que se genera entre los miembros del consorcio. Es así 
como, según Alexander (1999), se pueden generan interacciones de varios tipos, en 
donde, una o más especies pueden proporcionar factores de crecimiento como vitaminas 
o aminoácidos a otras especies, o una especie puede utilizar el compuesto de interés 
pero realiza una transformación incompleta del sustrato, generando productos de fácil 
asimilación para otras especies. Es importante mencionar que en los consorcios 
microbianos, cada miembro desempeña un rol, y en algunas ocasiones, este 
comportamiento depende de la presencia de otras bacterias que pueden sobrevivir a 
condiciones nutricionales limitantes, es decir, cuando la fuente de carbono o energía se 
encuentra en bajas concentraciones o los sustratos son complejos (34). 
 
Adicionalmente, los consorcios se caracterizan porque pueden realizar funciones 
metabólicas más complejas en comparación a la actividad metabólica realizada por un 
solo microorganismo y pueden llegar a ser más resistentes a cambios ambientales (34, 
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35). Estas características se deben a: 1) la comunicación que se puede generar entre los 
miembros del consorcio, 2) la presencia de metabolitos o señales moleculares que 
pueden activar diferentes rutas metabólicas, 3) la generación de subproductos que 
pueden ser utilizados por varios miembros del consorcio y 4) la producción de 
surfactantes que puede potencializar la degradación.   
 
A partir de lo anterior y teniendo en cuenta que la degradación de explosivos involucra la 
participación de varias enzimas y que no existen reportes de que un solo microorganismo 
sea capaz de degradar estos compuestos, existen en la literatura científica, 
investigaciones que utilizan consorcios microbianos para degradar TNT (Tabla 1-3). Es 
relevante mencionar que no existen reportes de estudios que evalúen la degradación de 
PETN por consorcios bacterianos, las pocas investigaciones encontradas se dirigen solo 
al aislamiento de microorganismos con capacidad degradadora de este compuesto y a la 
purificación y estudio de las enzimas que participan en la degradación  (11, 12, 25, 32).  
1.3.1 Establecimiento de Consorcios  
Los consorcios bacterianos pueden dividirse en definidos o indefinidos. El primer caso, 
hace referencia a los consorcios que son formados en el laboratorio y se conoce la 
capacidad degradadora de cada uno de sus miembros. Este tipo de consorcio es 
ampliamente utilizado en estudios de biorremediación y se caracteriza porque es 
reproducible y por lo general, las bacterias empleadas son provenientes de suelos 
contaminados con el compuesto de interés. Es importante mencionar que al seleccionar 
las cepas microbianas, se puede aprovechar el potencial de aquellas que tengan la 
capacidad de producir surfactantes, con el fin de aumentar la biodisponibilidad del 
contaminante e incrementar las tasas de degradación (36). La efectividad de consorcios 
definidos ha sido ampliamente reportada en estudios de degradación de hidrocarburos 
(37, 38) y en productos comerciales como por ejemplo, BioTigerTM 
(http://srnl.doe.gov/saw_pdf/sawv01n01.pdf) que es utilizado para remediar sitios 
contaminados con hidrocarburos y se caracteriza porque los microorganismos tienen la 
capacidad de producir surfactantes, incrementando así la eficiencia de la 
biorremediación.  
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Por otro lado, los consorcios indefinidos, como su nombre lo indica son mezclas de 
microorganismos, cuya composición o concentración celular es desconocida. Para su 
obtención, se utilizan muestras ambientales impactadas con el contaminante de interés, 
con el fin de garantizar la adaptación de los microorganismos a las condiciones 
ambientales. El establecimiento de estos consorcios genera controversia en el mundo 
científico debido a que al no conocer las bacterias que los conforman, se limita su 
reproducibilidad en el laboratorio. Sin embargo, el hecho de mantener las relaciones 
ecológicas entre sus miembros puede garantizar la funcionalidad (en este caso, la 
degradación) en el tiempo.  
 
Estos consorcios indefinidos son utilizados en formulaciones comerciales para remediar 
ambientes contaminados empleando bioaumentación y su efectividad ha sido 
documentada en diferentes estudios, uno de los más reportados es el producto KB-1 que 
está conformado principalmente por dos cepas del género Dehalococcoides, bacterias 
cuyo crecimiento fue estimulado a través de cultivos de enriquecimiento. Así lo 
demuestra un estudio realizado por Duhamel y col. (2004), quienes evaluaron cuatro 
cultivos de enriquecimiento para degradar TCE y vinilcloruro. Los autores encontraron 
que solo uno de los cultivos (KB-1) fue capaz de crecer sobre estos sustratos y 
declorinarlos; la degradación por las cepas anteriormente mencionadas se mantuvo en el 
tiempo (3 años) y su densidad celular fue cuantificada a través del número de copias del 
gen rARN 16S (39).  
 
Es importante resaltar que este tipo de consorcios (indefinidos) no ha sido utilizado como 
una aproximación para diseñar estrategias de biorremediación de explosivos; los 
estudios existentes hacen énfasis en el aislamiento de microorganismos degradadores 
después de largos periodos de enriquecimiento, y posteriormente se mezclan los 
microorganismos para potencializar la degradación (Tabla 1-3). 
 
Dentro de las técnicas más reportadas para el establecimiento de consorcios se 
encuentran los cultivos de enriquecimiento, ya que ofrecen la ventaja de seleccionar los 
microorganismos degradadores por un compuesto de interés (33, 40, 41). Por lo general, 
Marco Teórico 15 
 
 
este enriquecimiento se realiza a partir de muestras ambientales que se adicionan a un 
medio de cultivo mínimo de nutrientes suplementado con el compuesto que se quiere 
degradar, de tal forma, que los microorganismos puedan utilizar el contaminante como 
fuente de carbono, nitrógeno o energía. Una vez se observe crecimiento o el 
contaminante haya desaparecido, se realiza un subcultivo, es decir se toma un volumen 
determinado del cultivo y se transfiere a medio de cultivo fresco. Este procedimiento 
puede realizarse varias veces, diversos estudios reportan de 5 a 8 transferencias o 
pases, con el fin de incrementar el número de microorganismos degradadores (2, 22, 41-
44). En algunas ocasiones, después de las transferencias o pases, se aíslan los 
microorganismos a través de la técnica de siembra en placa (33)
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Tabla 1-3: Estudios que reportan el uso de consorcios bacterianos para la degradación de TNT. 
 
 
 
Autores Objetivo Resultados 
Popesku et al., 2003 
Evaluar la habilidad de un cultivo (degradador de 
hidrocarburos - HCs) para degradar TNT 
 
Las enzimas que degradan HCs también participan en la 
degradación de TNT y la adición de glucosa y tween 80 al 
medio de cultivo aumenta las tasas de degradación 
Snellinx et al., 2003 
Identificar cepas para la degradación de 2,4 
dinitrotolueno a partir de consorcios bacterianos 
El uso de consorcios muestra que por cometabolismo se 
pueden degradar metabolitos y pueden aumentar las tasas 
de degradación de este compuesto 
Fuller y Manning, 2004 
Evaluar cambios en las poblaciones de bacterias 
Gram positivas a diferentes concentraciones de 
TNT 
Los géneros degradadores predominantes fueron 
Arthrobacter y Bacillus 
Las poblaciones de bacterias Gram positivas incrementan 
cuando  disminuye la concentración de TNT en el medio 
Robertson y Jjemba, 2005 
Evaluar diferentes vías para aumentar la 
disponibilidad del TNT durante la degradación 
microbiana 
La mezcla de microorganismos potencializa la degradación 
de TNT por la producción de surfactantes que aumentan la 
disponibilidad del TNT para otros miembros del consorcio 
La biodisponibilidad del TNT es limitada debido a que el 
explosivo se adhiere al suelo, disminuyendo el proceso de 
degradación  
Travis et al., 2008a  
Evaluar cambios en la comunidad microbiana a 
diferentes concentraciones de TNT 
Se observó un efecto tóxico del TNT sobre las poblaciones 
microbianas a concentraciones de 500-4000 ppm  
El análisis de la comunidad por DGGE mostró que durante la 
degradación de explosivos, los microorganismos 
degradadores cambian de estrategia K a R y Pseudomonas 
sp., fue el microorganismo dominante durante el proceso de 
degradación 
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Tabla 1-3: (Continuación) 
 
 
 
  
Autores Objetivo Resultados 
Moshe et al., 2009 
Evaluar la degradación anaerobia de TNT, RMX y 
HMX utilizando microorganismos aislados de 
suelos contaminados 
La toxicidad de subproductos del metabolismo del TNT 
limitaron la degradación de otros compuestos 
Se generaron cambios en las poblaciones microbianas, 
disminuyeron las bacterias Gram positivas 
Nyanhongo et al., 2009 
Incorporar microorganismos degradadores en 
formulaciones explosivas 
Se aislaron microorganismos capaces de crecer sobre 
cristales TNT en el medio de cultivo 
Los microorganismos que reportaron mayores porcentajes de 
degradación fueron P. putida y B. subtillis 
Los subproductos generados durante el metabolismo del TNT 
generan cambios en la coloración del medio de cultivo (p.e., 
rojo, amarillo)  
Paca et al., 2009 
Aislar bacterias de un cultivo mixto y evaluar su 
capacidad para degradar 2,4 dinitrotolueno 
Para el establecimiento del consorcio se mezclaron  8 bacilos 
Gram negativos y 1 bacilo Gram positivo  
En los consorcios por cometabolismo se pueden incrementar 
las tasas de degradación 
Para seleccionar microorganismos degradadores se 
recomienda realizar enriquecimientos de largos periodos de 
tiempo, así se pueden estimular las poblaciones microbianas 
para que puedan llegar a utilizar el explosivo como fuente de 
nitrógeno, carbono o energía 
 1.4 Técnicas empleadas para estudiar comunidades 
microbianas 
 
Los microorganismos que habitan el suelo son de vital importancia para la sostenibilidad, 
mantenimiento y funcionalidad de los ecosistemas, ya que desempeñan funciones 
indispensables como degradación de contaminantes y participación en los ciclos 
biogeoquímicos (7, 45). Por esta razón su aislamiento, caracterización, dinámica 
poblacional y conocimiento de rutas metabólicas (46), se han convertido en uno los 
objetivos principales para la comunidad científica. Para estudiar las comunidades 
microbianas se han propuesto diferentes metodologías que incluyen técnicas 
dependientes e independientes de cultivo.  
 
Las técnicas dependientes, aunque en algunos casos son más económicas, solo 
permiten conocer el 0.1-1% de la diversidad (45) e incluyen metodologías como siembra 
y recuento en placa, perfil fisiológico mediante el uso de fuentes de carbono, entre otros. 
Por otro lado, el uso de técnicas independientes de cultivo incluye técnicas de biología 
molecular y perfil de ácidos grasos, las cuales son reportadas en la literatura (Tabla 1-4).  
 
Tabla 1-4: Técnicas independientes de cultivo utilizadas para el estudio de las 
comunidades microbianas. 
 
 
 
Técnica 
Ventajas Desventajas 
DGGE (denaturing 
gradient gel 
electrophoresis) 
TGGE (temperature 
gradient gel 
electrophoresis) 
-Permite determinar 
miembros dominantes en 
una comunidad 
-Permite identificar cambios 
en una comunidad a nivel 
espacial y temporal  
-Es rápido (45) 
-Permite hacer corte de 
bandas y secuenciar el ADN 
(47) 
-Utiliza fragmentos de ADN solo de 500 pb, 
limitando el análisis filogenético (48) 
-La intensidad de las bandas no siempre 
refleja la abundancia (49) 
-Se pueden obtener perfiles de bandas muy 
complejos 
-La existencia de varias bandas, en algunos 
casos, puede representar las múltiples copias 
del rARN que puede tener un microorganismo 
(45, 49) 
-Baja resolución del perfil de bandas (47) 
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Técnica Ventajas 
 
Desventajas 
RISA (ribosomal 
intergenic spacer 
analysis) 
-Permite diferenciar cepas y 
especies cercanas 
-Es simple y rápida 
-Se obtienen niveles de 
resolución taxonómica 
mayores  
-Su uso es limitado en estudios de 
biodegradación, debido a la poca 
disponibilidad de bases de datos para el 
análisis de resultados (49) 
ARDRA (amplified 
ribosomal DNA 
restriction analysis) 
-Es simple, rápida y 
económica 
 
-Las diferencias en el patrón de restricción de 
la comunidad dependen de la enzima de 
restricción utilizada (49) 
 -No permite medir la diversidad microbiana 
-No detecta grupos filogenéticos específicos 
dentro de una comunidad 
-Algunas veces, el patrón de bandeo es 
complejo, por lo cual, se dificulta su análisis 
T-RFLP (terminal 
restriction length 
polymorphism) 
-Proporciona un análisis 
cuantitativo más exacto de la 
comunidad 
 
-Se puede realizar una sobreestimación de la 
diversidad debido a las múltiples copias del 
gen rRNA que puede tener un microorganismo 
(49) 
-Se pueden obtener un perfil de bandas 
complejo que puede limitar su análisis 
SSCP (single strand 
conformation 
polymosphism) 
-Es reproducible (45) 
-Una cadena del ADN puede tener más de una 
conformación estable (45) 
-Utiliza fragmentos de 400 pb 
PLFA (phospholipid 
fatty acid analysis) 
-Permite detectar grupos 
específicos de 
microorganismos por el perfil 
de ácidos grasos (45) 
-Necesita el uso de otras técnicas para 
determinar la diversidad de una comunidad 
-La composición de los ácidos grasos puede 
ser influenciada por condiciones ambientales  
 
Durante el presente estudio, se utilizó el DGGE para el análisis de la comunidad 
microbiana, ya que su uso ha sido ampliamente reportado en estudios de biodegradación 
de diferentes compuestos (7, 18) y es una técnica que se encuentra estandarizada en el 
laboratorio de la Unidad de Saneamiento y Biotecnología Ambiental (USBA). La técnica 
separa fragmentos de ADN de la misma longitud con diferente secuencia. Para esto, se 
debe realizar extracción del ADN del suelo y amplificar  un fragmento (500 pb) del gen 
16s rARN usando iniciadores universales. La separación de las bandas se realiza en un 
gel de poliacrilamida que contiene un gradiente denaturante (urea – formamida) y la 
migración de la banda durante el corrido electroforético se realiza de acuerdo a su 
contenido guanina citosina (GC) (48).  
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1.5 Técnicas para la cuantificación de explosivos (TNT y 
PETN) 
Existen diversos métodos para cuantificar explosivos y los metabolitos generados 
durante su biodegradación. Dentro de estos, se encuentran: 
 
 Cromatografía: Es el método más reportado en la literatura, se caracteriza por su 
confiabilidad y permite identificar y cuantificar diferentes metabolitos. Es 
recomendado por la EPA para determinar estos compuestos en muestras acuosas y 
de suelo. Se puede utilizar cromatografía de gases o líquida; sin embargo, para 
conocer con mayor exactitud los compuestos generados durante la degradación, se 
recomienda el uso espectrofotometría de masas (50). 
 Métodos colorimétricos: Es un método rápido y sencillo para detectar explosivos en 
suelo y agua. Durante el procedimiento reaccionan los compuestos 
polinitroaromáticos con soluciones básicas generando un color en la solución que 
puede variar desde rojo, azul, morado o amarillo, según el compuesto detectado 
(10). 
 Determinación de nitritos y amonio: Existen métodos colorimétricos para cuantificar 
la producción de subproductos nitrogenados durante la degradación de explosivos. 
Estos métodos son rápidos y económicos (en comparación a otras técnicas), y 
podrían indicar la ruta metabólica empleada durante el proceso de degradación. Los 
métodos más empleados son Griess y Berthelot, para cuantificar nitritos y amonio, 
respectivamente (51). 
 Métodos inmunoquímicos: Se basan en la reacción entre el metabolito blanco y un 
anticuerpo específico. La cuantificación se realiza a través del cambio de color o por 
radioactividad o por fluorescencia y es ampliamente utilizado para la detección 
rápida de TNT en agua o suelo (10).  
 
Durante el presente estudio, se utilizó cromatografía liquida de alta eficiencia para la 
cuantificación de explosivos y se realizó la puesta a punto del método 8330B (3) en 
USBA. 
  
2. Problema y Justificación 
Los explosivos como el PETN y TNT, son ampliamente utilizados no solo por la industria 
militar sino también por la industria minera, petrolera y del carbón, entre otras, por lo cual, 
su producción ha incrementado en los últimos años convirtiéndose en uno de los 
productos que más aportes económicos genera al país. Por esta razón, la presencia de 
estos explosivos en el ambiente ha incrementado debido a los residuos generados 
durante su fabricación y a las cargas de explosivos bajo tierra que no detonan o que se 
encuentran abandonadas. Por lo anterior y teniendo en cuenta que estos compuestos, 
específicamente el TNT, es considerado mutagénico, y carcinogénico, se hace 
indispensable generar nuevas estrategias para remediar ambientes contaminados con 
estos compuestos. 
Numerosos estudios han reportado el uso de tratamientos fisicoquímicos para eliminar 
explosivos; sin embargo, problemas como el alto costo, la generación de residuos y la 
contaminación de otros ambientes, constituyen factores decisivos y limitantes para 
implementar estas tecnologías. Por el contrario, las alternativas biológicas cada vez 
toman más auge y se convierten en una solución viable para eliminar estos compuestos 
porque son sencillas, eficientes y ambientalmente amigables. 
 
La biorremediación utilizando microorganismos ha mostrado su efectividad, por esta 
razón, se han desarrollado diversas investigaciones a nivel internacional con el fin de 
aislar microorganismos con potencial degradador y entender las rutas metabólicas 
empleadas durante la degradación. En Colombia, no existen reportes de estudios en esta 
área, solo el grupo de investigación de la Unidad de Saneamiento y Biotecnología 
Ambiental (USBA) de la PUJ, ha venido desarrollando trabajos para aislar 
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microorganismos degradadores a partir de ambientes impactados y establecer 
consorcios bacterianos para incrementar la degradación.  
 
El uso de consorcios bacterianos se encuentra ampliamente reportado y son utilizados 
para eliminar de una manera más rápida y eficiente los explosivos debido a que por 
cometabolismo se pueden degradar diferentes subproductos y disminuir la toxicidad de 
estos compuestos. Adicionalmente, no existen reportes en la literatura en donde un solo 
microorganismo logre mineralizar estos compuestos. Por esta razón, este trabajo busca 
establecer consorcios degradadores de TNT y PETN a partir de ambientes impactados, 
como una aproximación no solo para obtener degradadores sino para evaluar el impacto 
de este tipo de compuestos sobre la comunidad microbiana.  
 
Adicionalmente, diversas investigaciones reportan que la selección de microorganismos 
degradadores puede realizarse a través de enriquecimientos selectivos durante largos 
periodos de tiempo. Es así como,  en este estudio se uso esta metodología para 
establecer consorcios degradadores de explosivos. 
 
  
3. Objetivos 
3.1 Objetivo General 
Recuperar y evaluar la capacidad degradadora de consorcios bacterianos aislados de 
ambientes impactados con explosivos  
 
3.2 Objetivos Específicos 
 
 Establecer consorcios microbianos degradadores de TNT y PETN a través de 
cultivos de enriquecimiento  
 
 Evaluar la capacidad degradadora de TNT y PETN de los consorcios bacterianos 
 
 Caracterizar genotípicamente las bacterias presentes en los consorcios  
 
 
 
 
 
 
 
 
 4. Materiales y Método 
El estudio se realizó en el laboratorio de la Unidad de Saneamiento y Biotecnología 
Ambiental (USBA) de la Pontificia Universidad Javeriana.  
 
Reactivos Químicos 
Los explosivos TNT (2,4,6 trinitrotolueno) y PETN (Pentaeritritol tetranitrato) empleados 
para realizar los ensayos de biodegradación fueron proporcionados por una industria 
nacional. Se utilizaron estándares analíticos de TNT, PETN, 4-amino-2,6-dinitrotolueno, 
2-amino-4,6-dinitrotolueno, 2,6-dinitrotolueno y 2,4-dinitrotolueno (AccuStandard®; New 
Haven, CT) y reactivos (grado HPLC) como metanol, acetonitrilo y acetona  para el 
análisis cromatográfico. 
4.1Establecimiento de consorcios microbianos 
degradadores de TNT y PETN por cultivos de 
enriquecimiento 
Para el establecimiento de los consorcios se realizó un enriquecimiento selectivo 
manteniendo la presencia de explosivos durante 80 días. Se utilizaron muestras de suelo 
que presentaban un historial de contaminación con TNT y PETN, ya que numerosos 
estudios reportan que la búsqueda y aislamiento de microorganismos degradadores debe 
realizarse en ambientes con presencia de explosivos, y por esta razón, recomiendan 
sitios cercanos a industrias que se dedican a la producción de estos compuestos (20, 21, 
26). Es así como, se seleccionaron 3 sitios denominados como A, B y C en los terrenos 
de una industria de explosivos (Tabla 4-1) y se tomaron muestras compuestas (~500 g) 
utilizando barrenos. Las muestras fueron conservadas en refrigeración (4-6°C) hasta el 
establecimiento de los consorcios.  
Para determinar las características fisicoquímicas de los suelos muestreados, se 
enviaron muestras compuestas al Instituto Geográfico Agustin Codazzi (IGAC) (n=2) y la 
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concentración de explosivos fue determinada en la USBA, utilizando el método 8330B 
(EPA, 2006) para muestras de suelo (n=5) (Tabla 4-1).  
 
Tabla 4-1: Caracterización de las muestras de suelo evaluadas. 
 
Suelo pH 
      N (mg/kg) 
  Pdisponible 
mg/Kg 
   Materia Orgánica 
        NH4
+
        NO3
-
  %C   %Norgánico 
A         5.3±0.2        37.9±5.0 383.0±28.3 4.9±0.8 9.8±0.1 0.98±0.0 
B         5.0±0.0     15.3±11.5 342.5±51.6 37.3±4.3 4.3±0.4 0.38±0.0 
C         6.5±0.0 2,343.0±97.6      799.0±973.0 2.8±0.0 5.3±0.1 0.87±0.0 
Explosivos (mg/kgps)  
Suelo       TNT                      PETN                             amDNT 
  279±321                   1,873±196,320                             ND 
B 246±377         1,182±617 119±116 
C              ND                47±106                                  ND 
  ND: No detectado 
  (n=5) 
 
4.1.1 Montaje de los microcosmos  
 
Para el montaje de los microcosmos se adicionaron 20 g de suelo en erlenmeyers (250 
ml) con 80 ml de medio de cultivo T2 (Anexo A) suplementado con TNT y PETN (150 
mg/l c/u) (n=3). El explosivo fue adicionado en acetona al suelo, posteriormente se dejó 
evaporar el solvente a 21±2°C durante 2 horas para luego adicionar el medio de cultivo.  
Se  evaluaron dos tratamientos: a) Con fuente de carbono (FC) y b) Sin fuente de 
carbono (SC), con el fin de seleccionar los microorganismos que utilizan los explosivos 
como fuente de nitrógeno o como fuente de nitrógeno y carbono, respectivamente. Los 
microcosmos fueron incubados a 21ºC a 110 rpm y en oscuridad.  
Para realizar el enriquecimiento selectivo sobre los microorganismos, cada 20 d se 
transfirieron 20 ml del cultivo a 80 ml de medio T2 fresco suplementado con TNT y PETN 
(150 mg/l c/u), este procedimiento se definió como “pase”. Se realizaron tres pases (20, 
40 y 60d) y en cada uno se evaluó la comunidad microbiana a través de una 
electroforesis en gel de gradiente denaturante, DGGE (del inglés, denaturing gradient gel 
electrophoresis). Adicionalmente, se determinó la concentración de explosivos cada 5d 
utilizando el método 8330B modificado para muestras acuosas (EPA, 2006).  
 
(n=2) 
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Al finalizar el enriquecimiento selectivo, es decir a los 80d, se mezclaron los consorcios 
de los 3 suelos evaluados por tratamiento con el fin de obtener solo 2 consorcios (FC y 
SC). Los consorcios fueron centrifugados a 8,000 rpm durante 30 min a 10º C, con el fin 
de lavar las células para eliminar el medio de cultivo y concentrar la biomasa. Este 
procedimiento se realizó tres veces utilizando NaCl (0.85% p/v) como solución de lavado. 
Parte de los pellets obtenidos fueron crioconservados a -80ºC (glicerol 15% v/v), mientras 
que el resto fue empleado para continuar con la evaluación de la capacidad degradadora 
de los consorcios obtenidos (objetivo 2). 
 
Es importante mencionar que antes de evaluar la capacidad degradadora, el pellet de la 
biomasa fue resuspendido en 80 ml de medio liquido T2 suplementado con TNT y PETN 
(150 mg/l c/u) e incubados a 21º C, 110 rpm, en oscuridad durante 30 d. Este tiempo fue 
necesario para proporcionar un periodo de aclimatación, en donde los microorganismos 
provenientes de las muestras de los diferentes suelos se adaptarían a las condiciones 
ambientales generadas (p.e., fenómenos de competencia por nutrientes, generación de 
metabolitos tóxicos, entre otros).  
 
Finalizado este tiempo de incubación, a los dos consorcios se le realizó dos nuevos 
pases cada 30d (para un total de 60 d), tomando 20 ml de cultivo y transfiriéndolos a 
medio de cultivo fresco (80 ml), con el fin de mantener la presión selectiva sobre las 
poblaciones microbianas. Estos consorcios posteriormente fueron utilizados para 
continuar con los ensayos de degradación (numeral 4.2). Es importante mencionar que 
durante este tiempo, no se determinó la concentración de explosivos ni los cambios en la 
comunidad microbiana.  
4.1.2 Cuantificación de explosivos 
 
La determinación de explosivos en las muestras se realizó por cromatografía liquida de 
alta eficiencia, HPLC (del inglés, high performance liquid chromatography) (Prominence 
20A; Shimadzu) utilizando el método 8330B (EPA, 2006). Para esto, se realizaron curvas 
de calibración con estándares primarios de TNT, PETN, 4-amino-2,6-dinitrotolueno y 2,6-
dinitrotolueno (n=3). Se prepararon siete estándares (5, 10, 50, 100, 150, 200, 250 mg/l) 
de cada uno de los explosivos (Anexo B) y se determinó el coeficiente de determinación 
(R2) de la curva de calibración y los tiempos de retención de cada uno de los compuestos 
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(Tabla 4-2). Es importante mencionar que por HPLC no fue posible separar los isómeros 
de los metabolitos, por esta razón, en el trabajo se presentan como aminodinitrotolueno 
(4-amino-2,6-dinitrotolueno y 2-amino-4,6-dinitrotolueno) y dinitrotolueno (2,6-
dinitrotolueno y 2,4-dinitrotolueno). Las condiciones cromatográficas empleadas fueron: 
columna (Pinnacle DB C18; Restek) (5 µm, 250 x 4.6 mm), 1.2 ml/min, metanol:agua 
(50:50), detector de arreglo de diodos (longitud de onda: 210 nm).  
 
Tabla 4-2: Coeficientes de determinación obtenidos en las curvas de calibración. 
Estándar 
Primario 
Referencia Comercial 
Tiempo de 
Retención (min) 
Coeficientes de 
Determinación (R
2
) 
2,4,6-TNT M-8330-11   7.62±0.04 0,9978 
am-DNT M-8330-14   7.69±0.02 0,9971 
DNT M-8330-03   7.90±0.02 0,9991 
PETN M-8330-ADD-2-10X       13.79±0.07 0,9984 
 
Durante el análisis cromatográfico, para cada lote de 20 muestras, se corrieron los 
siguientes controles: 1) blanco reactivos (agua: acetonitrilo, 50:50), con el fin de verificar 
si existía algún tipo de contaminación, 2) dos estándares primarios de la curva de 
calibración a diferentes concentraciones para verificar la validez de la curva, y 3) se 
repitió la lectura de la última muestra, con el fin de evaluar la precisión del equipo.  
Teniendo en cuenta que en el país no hay un laboratorio de referencia comercial para el 
análisis de explosivos, no fue posible comparar los resultados obtenidos en este estudio. 
Por esta razón, se tuvieron en cuenta los valores de referencia estipulados por la EPA, 
para determinar la precisión y exactitud. Es así como, durante el estudio se obtuvo un 
porcentaje del coeficiente de variación <7% y porcentaje de recuperación entre el 70 -
130% (EPA, 2006).  
Para calcular las tasas de degradación (%) se utilizó la siguiente ecuación (14): 
 
 
 
 Determinación de explosivos en muestras acuosas 
Para determinar la concentración de explosivos se utilizó el método 8330B para muestras 
acuosas modificado (EPA, 2006). La modificación consistió en tomar 2 ml de muestra y 
no 5 ml como se encuentra reportado en el método y mezclarlos con 2 ml de acetonitrilo. 
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Posteriormente, se filtró la muestra con filtros de nylon (13 mm; 0.22 µm) para su análisis 
por HPLC. Esta modificación fue previamente puesta a punto en el laboratorio en el 
marco del proyecto “diseño de un sistema con microorganismos degradadores de TNT y 
PETN incorporados en un explosivo comercial”.  
 Determinación de explosivos en muestras de suelo 
Para la cuantificación de explosivos en muestras de suelo se utilizó el método 8330B 
(EPA, 2006). Se pesaron 10 g de suelo (previamente tamizado y secado en oscuridad a 
temperatura ambiente), y se mezclaron con 10 ml de acetonitrilo. Posteriormente, se 
realizó la extracción por sonicación (E30H; Elma) durante 18 h a <30°C.  La mezcla se 
dejó decantar por 30 min, luego se tomó el sobrenadante, el cual se filtró empleando 
filtros de nylon (13 mm; 0.22 µm), para su posterior análisis por HPLC.  
4.1.3 Análisis de la comunidad bacteriana 
Para el análisis de la comunidad se realizó la extracción de ADN de las muestras (suelo y 
medio de cultivo) utilizando un kit comercial de extracción (Power soil DNA isolation kit; 
MoBio®). El ADN obtenido fue utilizado como molde en la PCR (del inglés, Polymerase 
Chain Reaction) para amplificar un fragmento del gen rARN 16S. Se utilizaron iniciadores 
universales del dominio bacteria: 341F-GC (CCTACGGGAGGCAGCAG) y 907R 
(CCGTCAATTCCTTTGAGTTT) para obtener un amplicon de 585 pb (52). La reacción 
PCR se realizó en un volumen final de 70 µl que contenía: Go taq® Flexi buffer green 
(1X), MgCl2 (2.5 mM), mezcla dNTP’s (0.2 mM), iniciador universal (0.1 µM c/u), Taq DNA 
polimerasa (0.025 U) (GoTaq Flexi DNA polimerase; Promega) y 6 µl de ADN molde. La 
reacción fue realizada en un termociclador (MyCiclerTM Thermal Cycler, BioRad), 
utilizando el siguiente programa de PCR: denaturación a 94° C por 1 min; 30 ciclos de 
94°C por 1 min, 54° C por 1 min y 72° C por 2 min, y la extensión final a 72°C por 1 min 
(53, 54). Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa (1.2% p/v) con 
SYBR® Safe (Invitrogen) en un transiluminador (Gel DocTM XR+System; BioRad) usando 
luz ultravioleta. Se utilizó como marcador de peso molecular Hyperladder IV (BIO-37045; 
Bioline).  
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El DGGE se realizó en un sistema universal de detección de mutaciones (DCodeTM; 
BioRad) y las muestras fueron cargadas en un gel (1 mm de espesor) de acrilamida 6% 
v/v (37.5:1 acrilamida: biscarilamida) con un gradiente denaturante de 37-55% (urea – 
formamida) (48). El corrido electroforético se realizó durante 16 h a 80 V en buffer TAE 
(Tris–acetato–EDTA) (0.5X). El gel fue teñido usando SYBR® Gold (Invitrogen), y el perfil 
de bandas se visualizó usando luz ultravioleta. Se utilizó como marcador de peso 
molecular Hyperladder IV (BIO-37045; Bioline).  
4.2 Evaluación de la capacidad degradadora de TNT y 
PETN por los consorcios  
Se evaluó la capacidad degradadora de los consorcios obtenidos en el objetivo 1 (FC y 
SC) y que de ahora en adelante serán denominados “consorcios originales”, y por otro 
lado, dos consorcios (FC y SC) que fueron activados de la crioconservación (-80°C) 
(numeral 4.1.1) y que serán denominados “consorcios activados -80°C”.  
 
Los ensayos de biodegradación fueron realizados en microcosmos (erlenmeyer 250 ml) 
(n=4, para cada consorcio) con 80 ml de medio de cultivo T2 suplementado con TNT y 
PETN (150 mg/l c/u). Se empleo un control abiótico por tratamiento, con el fin de 
determinar la degradación del explosivo por procesos abióticos (p.e., volatilización y 
absorción) y los microcosmos fueron incubados a 21°C a 110 rpm y en oscuridad. Se 
determinó la concentración de los explosivos cada 5d durante 40d, utilizando el método 
8330B modificado para muestras acuosas, descrito anteriormente.  
4.3 Caracterización genotípica de las bacterias presentes 
en los consorcios  
 
Se identificaron los microorganismos presentes al tiempo 40d y 80d del enriquecimiento 
selectivo. Estos tiempos fueron seleccionados por dos razones: 1. Los consorcios 
degradaron el TNT y PETN en el primer pase, por esta razón, se identificaron las 
bacterias presentes al finalizar este pase (40d), y 2. Los resultados mostraron que los 
consorcios disminuyeron su capacidad degradadora en el tiempo (80d). Por lo anterior, 
se quería comparar la composición de las comunidades microbianas en estos dos 
tiempos del estudio. 
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Las bandas cortadas a partir de los geles del DGGE fueron resuspendidas en 30 µl de 
buffer TE  (10 mM Tris–HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) y posteriormente refrigeradas a 4°C 
por 24 h para eluír el ADN (55-57). Se realizó nuevamente amplificación del ADN, 
utilizando los iniciadores y procedimiento anteriormente descritos. Los amplicones fueron 
enviados a secuenciar a Macrogen (Corea del Sur).  
4.4 Análisis estadístico 
Se evaluó la homogeneidad de varianzas utilizando la prueba de Levene y el análisis 
mostró que debido a la presencia de datos con valores extremos (desbalance), no es 
posible cumplir con los supuestos de normalidad y homogeneidad. Por esta razón, a los 
datos obtenidos se les realizaron varias transformaciones (log10, lognt, 1/y, 1/y
2), sin 
embargo no se corrigieron dichos supuestos. Se realizó un análisis factorial para 
determinar el efecto del suelo, los pases, el tratamiento y el tiempo en la degradación de 
explosivos. Se utilizó un p≤0.05 y el programa estadístico SPSS V 19.0. Las figuras 
fueron realizadas en el programa Sigma Plot V 11.0. 
Por otro lado, se determinaron los perfiles de bandas utilizando el programa 
QuantityOneTM (BioRad), el cual permitió detectar la posición y la intensidad media 
relativa de cada banda (58, 59). Las bandas se detectaron manualmente, y se 
consideraron iguales si su migración era igual en el gel y cada banda representó una 
especie individual o unidad taxonómica operativa, OTU (del inglés, operacional 
taxonomic unit) (60). A partir de estos análisis se obtuvo una matriz por gel con las 
abundancias (intensidades) relativas de cada grupo. Adicionalmente, los datos de 
intensidad de las bandas fueron normalizados al dividir la intensidad de cada banda 
individual por la intensidad promedio del carril (61). 
Los datos obtenidos a partir de la matriz de intensidades fueron empleados para realizar 
el análisis de escalamiento multidimensional no paramétrico, NMDS (del inglés, non 
metrical multidimensional scaling), el cual representa visualmente la similaridad (índice 
Bray-Curtis) entre los consorcios de acuerdo a su localización en el diagrama (62). La 
confiabilidad de dicha representación está dada por el valor del estrés calculado para 
cada gráfica, el cual varía en un rango de 0-1.   
Se utilizó la prueba ANOSIM, para calcular el valor R y saber si había diferencias 
significativas entre la separación de los grupos obtenidos, es decir, entre los consorcios 
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evaluados durante el enriquecimiento selectivo. El valor R se encuentran reportado en un 
rango de 0-1. Asignando un valor de 0, cuando no se identifica una separación 
significativa de los grupos o de las comunidades, y 1 cuando hay una separación definida 
de los mismos. Valores de R superiores a 0.75, indican que dentro de la comunidad, los 
grupos se separan bien; valores de R mayores a 0.5, indican que aunque hay separación 
de los grupos, existe un sobrelapamiento entre ellos, y finalmente, valores R<0.25, hacen 
referencia a que no hay una separación clara o definida de las comunidades (63). De 
igual forma, se calcularon algunos índices de diversidad como: riqueza (S), Shanon (H), 
dominancia (D) (64, 65), utilizando el programa PAST V. 2.08.  
Para la identificación de los microorganismos presentes en los consorcios, inicialmente, 
se editaron los electroferogramas utilizando el programa Chromas V. 2.33, y 
posteriormente la secuencias obtenidas fueron comparadas con la base de datos curada 
RDP (ribosomal data project) que contiene solo secuencias del gen rARN 16s de 
bacterias.  
 
 
 5. Resultados 
5.1Establecimiento de consorcios microbianos 
degradadores de TNT y PETN por cultivos de 
enriquecimiento 
5.1.1 Biodegradación de explosivos  
 TNT 
Durante los primeros 20 d del enriquecimiento selectivo, se determinó la concentración 
de TNT solo en los días 0 y 20 (Tabla 5-1). En términos generales, se observó una 
reducción en la concentración de TNT en los consorcios de los 3 suelos evaluados, 
mostrando una mayor degradación en los tratamientos FC. Es importante mencionar que 
no se detectó la presencia de subproductos de los explosivos durante la degradación 
(Tabla 5-1). 
Tabla 5-1: Concentración de TNT durante el establecimiento de los consorcios (0 y 20 d). 
Suelo 
                                  TNT (mg/l) 
Tratamiento FC Tratamiento SC 
0 d 20 d 0 d 20 d 
A 133.6±1.6 1.6±0.0 133.6±1.6 16.3±14.8 
B 95.3±22.9 4.0±0.2 95.3±22.9 71,7±24.2 
C 160.2±29.2 23.2±2.6 160.2±29.2 106.8±18.9 
   FC: Fuente de carbono, SC: Sin carbono. 
 
Durante el enriquecimiento selectivo, es decir del tiempo 20 a 80 d, la concentración del 
explosivo fue determinada por las variables: suelo, tratamiento, pase y tiempo (p=0.000). 
De igual forma, se identificó que las interacciones suelo-tratamiento, suelo-pase y suelo-
tiempo presentaron un efecto significativo sobre el TNT. Solamente se identificaron dos 
interacciones significativas de 3 variables: suelo-pase-tiempo y tratamiento-pase-tiempo 
(Anexo C). 
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Se observó que la capacidad degradadora de todos los consorcios disminuyó con los 
pases en el tiempo, ya que los porcentajes de degradación obtenidos disminuyeron al 
incrementar el número de pases, y en algunos casos no se presentó degradación del 
explosivo (Figura 5-1, Tabla 5-2). Es importante señalar que la pérdida de la capacidad 
degradadora generó una acumulación de TNT en el medio de cultivo, por esta razón, se 
observó un aumento significativo en las concentraciones de este compuesto en el tiempo 
(Figura 5-2).  
 
Ilustración 5-1: Porcentajes de degradación del TNT durante el enriquecimiento 
selectivo de los consorcios provenientes de los suelos (A, B, C) en los dos tratamientos 
evaluados. FC: Fuente de carbono, SC: Sin carbono. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En términos generales, se observaron diferencias significativas en los 2 tratamientos 
evaluados (FC y SC). Se encontraron concentraciones de TNT significativamente más 
bajas en el tratamiento FC al finalizar cada pase, en comparación al tratamiento SC, 
durante la degradación por los consorcios bacterianos en los 3 suelos evaluados (Tabla 
5-2, Figura 5-2). 
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Tabla 5-2: Concentraciones de TNT durante el enriquecimiento selectivo. 
ND: No detectado.  
Se presenta el promedio±1ds.  
FC: fuente de carbono, SC: sin carbono. 
 
 Producción de metabolitos del TNT 
Los consorcios de los 3 suelos evaluados generaron aminodinitrotoluenos (amDNT) 
durante los dos primeros pases (60 d) en el tratamiento FC. Se determinaron las 
concentraciones más altas de este compuesto en el pase uno, alcanzando valores de 
29.4±4.6 mg/l, 35.2±11.4 mg/l y 28.0±3.7 mg/l, en los suelos A, B y C, respectivamente 
(Figura 5-2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Suelo Tratamiento 
TNT (mg/l) 
      Pase 1       Pase 2       Pase 3 
      20 d    40 d     40 d               60 d                                   60 d            80 d 
A 
FC 150.0±0.0 ND 124.2±48.3   6.4±9.1 243.3±61.4 118.7±9.0 
SC 174.8±25.0   80.6±2.2 230.1±18.4 192.1±32.6   529.0±44.0 281.7±38.9 
B 
FC 123.3±4.5  4.4±2.8    201.8±121.7   27.7±15.3 137.7±31.6  82.1±9.3 
SC 152.3±49.8 124.7±6.9    202.1±85.3 274.4±63.7   253.1±58.0  184.1±20.9 
C 
FC 157.2±20.7 4.8±4.4   377.5±298.5 46.5±3.0   181.5±0.7  135.1±15.8 
SC 279.2±90.9  136.1±13.7  405.7±126.8    215.0±66.4 530.8±174.2  371.0±16.4 
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Ilustración 5-2: Monitoreo de la concentración de TNT y generación de subproductos 
(amDNT) durante el establecimiento de los consorcios bacterianos en cada suelo 
evaluado (A, B, C). FC: fuente de carbono, SC: sin carbono. Se muestra el 
promedio±1ds. Las flechas indican el pase realizado cada 20d. 
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 PETN 
Durante los primeros 20 d del estudio, independientemente del tratamiento evaluado, 
ninguno de los consorcios obtenidos a partir de los suelos A, B y C degradaron el PETN 
(Tabla 5-3). 
 
Tabla 5-3: Concentraciones de PETN durante el establecimiento de los consorcios (0 y 
20 d). 
Suelo 
                                 PETN (mg/l) 
Tratamiento FC Tratamiento SC 
0 d 20 d 0 d 20 d 
A 894.5±334.4 1,064.7±150.3 894.5±334.4 1,052.6±138.3 
B 109.1±34.6 85.4±14.7 109.1±34.6 118.2±48.0 
C 326.6±104.1 183.1±20.9 326.6±104.1 190.6±37.5 
                              FC: Fuente de carbono, SC: Sin carbono. 
 
El análisis estadístico mostró que durante el enriquecimiento selectivo (20 – 80 d), las 
variables evaluadas (suelo, tratamiento, pase y tiempo) así como su interacción (2 y 3 
variables) tuvieron un efecto en la concentración del explosivo (Anexo D).  
 
En términos generales, los consorcios bacterianos de los suelos A y C redujeron el PETN 
en el primer pase, mientras que los consorcios del suelo B, lograron degradar este 
compuesto en el pase 2 (Figura 5-4). Debido a la variabilidad observada en los 
resultados obtenidos, no fue posible identificar una tendencia en la degradación realizada 
por los consorcios durante el enriquecimiento selectivo (p.e., pérdida de la capacidad 
degradadora), como ocurrió con el TNT (Tabla 5-4, Figuras 5-3 y 5-4).  
Por otro lado, se observó que los consorcios degradaron este explosivo en los dos 
tratamientos (FC y SC), indicando que la adición de una fuente de carbono no estimuló la  
biodegradación del PETN (Figuras 5-3 y 5-4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados 37 
 
 
Ilustración 5-3: Porcentajes de degradación del PETN durante el enriquecimiento 
selectivo de los consorcios provenientes de los suelos (A, B, C) en los dos tratamientos 
evaluados. FC: Fuente de carbono, SC: Sin carbono. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 5-4: Concentraciones de PETN durante el enriquecimiento selectivo. 
PETN (mg/l) 
Suelo Tratamiento Pase 1 Pase 2 Pase 3 
      20 d       40 d      40 d       60 d     60 d        80 d 
A 
FC 1,315.1±58.7   221.0±45.9 202.6±43.6   16.9±1.8     15.9±1.4    45.5±25.9 
SC 1,127.3±164.1   232.8±30.7 194.8±37.4 181.5±14.9   225.1±72.0  343.7±62.6 
B 
FC   151.1±49.5 145.7±55.6 193.6±62.6   58.7±28.8 136.5±38.5    95.2±18.4 
SC   134.9±41.0   127.2±40.5 204.5±72.0   12.6±2.4   28.9±25.2      95.3±2.4 
C 
FC  610.6±150.8   100.5±66.2 145.2±2.1 188.6±20.0   79.8±52.9  119.0±129.8 
SC  597.8±140.7     97.6±43.2 255.0±165.3 178.7±40.4   45.0±42.5  489.0±82.4 
Se presenta el promedio±1ds.  
FC: fuente de carbono, SC: sin carbono. 
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Ilustración 5-4: Monitoreo de la concentración de PETN durante el establecimiento de 
los consorcios bacterianos en cada suelo evaluado (A, B, C). FC: fuente de carbono, SC: 
sin carbono. Se muestra el promedio±1ds. Las flechas indican el pase realizado cada 
20d.  
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5.1.2. Análisis de la comunidad bacteriana 
Para el estudio de la comunidad microbiana se utilizó el análisis NMDS para evaluar la 
similaridad entre los consorcios evaluados. Se calculó el valor de estrés obtenido para 
cada gráfica, y en términos generales, se determinó que los diagramas realizados 
presentaron un estrés menor a 0.2, lo cual garantiza la confiabilidad de los resultados 
obtenidos (62).  
  
Al inicio del estudio (0 d), se observó por el análisis de ordinación NMDS, la proximidad 
de las replicas de cada consorcio según el tratamiento y suelo, indicando que no se habia 
presentado un efecto de los explosivos y tratamientos sobre los consorcios (Figura 5-5A). 
Por otro lado, los descriptores de diversidad mostraron que el suelo C presentó la mayor 
diversidad (Shannon) y riqueza (S), seguido por los suelos A y B (Tabla 5-5). En términos 
generales, los valores de dominancia obtenidos fueron similares (Tabla 5-5).  
 
Al tiempo 20 d, se observó que los consorcios matenian su similaridad por tratamiento y 
tipo de suelo. Sin embargo las comunidades fueron más heterogéneas, en comparación 
al tiempo 0 d, esto se evidenció por una mayor dispersión de las replicas de cada suelo 
(Figura 5-5B). Se determinó una disminución en la riqueza y diversidad en los consorcios 
de  los suelos A y C, mientras que los consorcios del suelo B, mostraron un incremento. 
Este aumento se puede atribuir al perfil de bandeo obtenido en el DGGE para este suelo, 
que se caracterizó por la presencia de bandas con mayor claridad y resolución (Anexo 
E). En cuanto a la dominancia, se observó un ligero incremento para las comunidades de 
los suelos A y C, indicando que a este tiempo del estudio empezaron a sufrir pequeños 
cambios en su estructura (riqueza y abundancia) (Tabla 5-5). 
 
A los 40 d de estudio, se continuaron observando cambios en los perfiles de bandeo  
obtenidos (Anexo E) que se reflejaron en el NMDS, en donde, se determinó una clara 
separación de los consorcios por suelo y tratamiento. La localización de las muestras en 
el diagrama mostró que los consorcios del suelo C, sufrieron cambios en su similaridad, 
evidenciando su separación principalmente por tratamiento (Figura 5-5C).  
En cuanto a la diversidad, se obtuvieron valores inferiores en el indice de Shanon y 
riqueza en el tratamiento SC, en comparación al tratamiento FC (Tabla 5-5). Los valores 
de dominancia incrementaron, en comparación al tiempo 0 y 20 d, evidenciando que solo 
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algunos microorganismos son capaces de resistir las condiciones ambientales 
proporcionadas durante el enriquecimiento selectivo.  
 
A los 60 d del enriquecimiento selectivo, se observó una separación de los consorcios 
por tratamiento, para los suelos B y C. Por el contrario, los consorcios del suelo A fueron 
similares (Figura 5-5D). En cuanto a la diversidad, se observó el mismo patrón 
encontrado a los 40 d, los indices de riqueza y shanon disminuyeron y la dominancia 
incrementó. Es importante mencionar que de los consorcios evaluados, los del suelo C 
presentaron los valores más altos de diversidad, seguido por los del suelo A y finalmente 
el suelo B (Tabla 5-5). 
 
Al final del enriquecimiento selectivo (80 d), el perfil de bandeo obtenido se caracterizó 
por la presencia de un bajo número de bandas muy intensas (Anexo E). El diagrama 
NMDS, mostró que las comunidades fueron más homogeneas y no tuvieron un buen 
grado de separación (Figura 5-5E). Se observó que la diversidad y dominancia no 
mostraron una tendencia , en este caso, los valores aumentaron o disminuyeron para 
algunos consorcios (Tabla 5-5), evidenciando que los microorganismos que lograron 
persistir a las condiciones ambientales generadas estaban representados por bandas 
que fueron intensas y definidas en el DGGE al final del enriquecimiento selectivo (Anexo 
E), por lo cual fue fácil visualizar el patrón de bandeo y las diferencias entre los 
tratamientos evaluados. 
En términos generales, el análisis de la comunidad microbiana mostró que durante el 
enriquecimiento selectivo, disminuyó la diversidad (Shannon) y riqueza (S) de los 
consorcios y por el contrario, la dominancia incrementó. Este comportamiento sugiere 
que solo pocos microorganismos sobreviven a la presión ejercida. 
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Tabla 5-5: Índices de diversidad para los consorcios bacterianos de cada suelo (A, B, y 
C) durante el tiempo de establecimiento. 
Suelo Tratamiento      Índice 
Tiempo (días) 
0 20 40 60 80 
A 
FC 
1 
Riqueza (S) 16 11 6 9 8 
Dominancia (D) 0,07 0,1 0,18 0,15 0,13 
Shannon (H) 2,75 2,37 1,76 2,07 2,06 
2 
Riqueza (S) 15 11 9 3 8 
Dominancia (D) 0,07 0,1 0,12 0,44 0,14 
Shannon (H) 2,69 2,35 2,17 0,94 2,04 
3 
Riqueza (S) 15 11 10 7 7 
Dominancia (D) 0,07 0,1 0,11 0,21 0,15 
Shannon (H) 2,7 2,36 2,27 1,76 1,91 
SC 
1 
Riqueza (S) 15 11 7 6 2 
Dominancia (D) 0,07 0,09 0,15 0,23 0,62 
Shannon (H) 2,69 2,38 1,91 1,62 0,57 
2 
Riqueza (S) 13 10 6 4 3 
Dominancia (D) 0,08 0,1 0,18 0,33 0,4 
Shannon (H) 2,52 2,28 1,77 1,25 1,01 
3 
Riqueza (S) 14 9 6 4 7 
Dominancia (D) 0,08 0,12 0,17 0,29 0,16 
Shannon (H) 2,61 2,17 1,79 1,3 1,9 
B 
FC 
1 
Riqueza (S) 9 15 7 8 7 
Dominancia (D) 0,11 0,07 0,15 0,14 0,15 
Shannon (H) 2,19 2,68 1,92 2,01 1,92 
2 
Riqueza (S) 11 14 8 8 6 
Dominancia (D) 0,09 0,08 0,13 0,13 0,17 
Shannon (H) 2,39 2,61 2,05 2,06 1,79 
3 
Riqueza (S) 11 15 8 5 5 
Dominancia (D) 0,11 0,07 0,13 0,23 0,21 
Shannon (H) 2,29 2,67 2,06 1,55 1,59 
SC 
1 
Riqueza (S) 11 15 10 3 8 
Dominancia (D) 0,1 0,07 0,1 0,41 0,16 
Shannon (H) 2,32 2,68 2,29 0,99 1,96 
2 
Riqueza (S) 13 13 8 3 5 
Dominancia (D) 0,08 0,08 0,14 0,34 0,24 
Shannon (H) 2,53 2,53 2,02 1,08 1,52 
3 
Riqueza (S) 11 12 6 4 4 
Dominancia (D) 0,1 0,09 0,17 0,32 0,29 
Shannon (H) 2,38 2,44 1,77 1,27 1,31 
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Tabla 5-5: (Continuación). 
FC: tratamiento con fuente de carbono; SC: tratamiento sin fuente de carbono. 
Ilustración 5-5: Índice de similitud de Bray-curtis de los consorcios bacterianos en los 
diferentes suelos evaluados (A, B y C). Se presenta el diagrama de ordinación de 
escalamiento multidimensional no métrico. Cuadrado vacío: SC-B, cuadrado lleno: FC-B, 
triángulo vacío: SC-A, triángulo lleno: FC-A, diamante vacio: SC-C, diamante lleno: FC-C. 
FC: Tratamiento fuente de carbono, SC: Tratamiento sin carbono. 
A) t: 0 días (R: 0.8313, p:<0.0001)                         B) t: 20 días (R: 0.9695, p:<0.0001) 
 
 
 
 
 
 
Suelo Tratamiento     Índice 
Tiempo (días) 
0 20 40 60 80 
C 
FC 
1 
Riqueza (S) 18 14 8 4 5 
Dominancia (D) 0,06 0,07 0,14 0,26 0,25 
Shannon (H) 2,85 2,63 2,02 1,36 1,5 
2 
Riqueza (S) 19 15 9 7 5 
Dominancia (D) 0,06 0,08 0,12 0,15 0,23 
Shannon (H) 2,92 2,64 2,18 1,93 1,53 
3 
Riqueza (S) 21 13 10 10 5 
Dominancia (D) 0,05 0,09 0,12 0,14 0,27 
Shannon (H) 3 2,52 2,23 2,17 1,47 
SC 
1 
Riqueza (S) 17 16 2 3 6 
Dominancia (D) 0,06 0,07 0,52 0,36 0,2 
Shannon (H) 2,8 2,73 0,67 1,06 1,69 
2 
Riqueza (S) 15 16 4 5 4 
Dominancia (D) 0,07 0,07 0,26 0,21 0,29 
Shannon (H) 2,69 2,72 1,37 1,59 1,32 
3 
Riqueza (S) 17 16 4 10 3 
Dominancia (D) 0,06 0,07 0,26 0,13 0,35 
Shannon (H) 2,82 2,7 1,37 2,18 1,07 
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C) t: 40 días (R: 0.8198, p:<0.0001)                         D) t: 60 días (R: 0.4691, p: 0.0002)   
 
 
 
 
 
E) t: 80 días (R: 0.6214, p: <0.0001) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.2 Evaluación de la capacidad degradadora de TNT y 
PETN por los consorcios  
 
Una vez establecidos los consorcios, se evaluó su capacidad degradadora. 
Adicionalmente, se comparó la degradación de estos consorcios con los consorcios 
activados que estaban conservados a -80°C.  
 
Durante la biodegradación de los explosivos, la interacción de 2 variables como 
consorcio-tratamiento y tratamiento-tiempo tuvieron un efecto significativo sobre la 
concentración de ambos explosivos (TNT y PETN), mientras que la interacción 
consorcio-tiempo solo mostró un efecto significativo para TNT (Anexo F).  
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Es importante mencionar que se presentan los resultados de la degradación del día 15 al 
día 40 (Figuras 5-6 y 5-7), ya que en los primeros días no se observó degradación de los 
compuestos.  
 
En el caso del TNT, se determinó que los controles abióticos no presentaron degradación 
(Figura 5-6). Se observó que los consorcios originales degradaron este compuesto en el 
tratamiento FC, aunque, a partir del día 20, la concentración de TNT fue constante en el 
medio de cultivo y se generaron metabolitos como amDNT hasta una concentración final 
de 65.40±16.52 mg/l (Figura 5-6A). Por otro lado, los consorcios activados de -80°C 
degradaron completamente el TNT a partir del día 20 y generaron metabolitos como 
amDNT (60.10±17.30 mg/l) (Figura 5-6B). 
 
Se observó que el tratamiento SC no tuvo un efecto significativo sobre la degradación del 
TNT en los consorcios originales, mientras que en este tratamiento, el consorcio activado 
de -80°C degradó el explosivo en el tiempo y se generaron metabolitos como amDNT 
hasta una concentración final de 48.14±18.67 mg/l (Figura 5-6). La degradación 
observada y las diferencias entre los consorcios se pueden atribuir a la presencia de 
glicerol en el medio de cultivo, ya que los consorcios activados de -80°C fueron 
preservados con este crioprotector y al reactivarlos, los microorganismos lo utilizaron 
como FC durante la degradación.   
 
En cuanto al PETN, se observó una alta dispersión en los datos obtenidos, esto se vio 
reflejado en las barras de error y en el incremento o disminución de la concentración del 
explosivo a lo largo del estudio (Figura 5-7). Por esta razón y debido a la naturaleza 
química de este compuesto (baja solubilidad), no fue posible observar diferencias 
significativas entre los consorcios y el control abiótico durante la degradación (Anexo G).  
 
Es importante señalar que durante la biodegradación de los explosivos se observaron 
cambios en el color del medio de cultivo, en los dos tratamientos evaluados. En el 
tratamiento FC, el medio se torno rojo oscuro a café, mientras que en el tratamiento SC 
se torno amarillo. Los controles abióticos no mostraron cambios de color (Figura 5-8). 
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Ilustración 5-6: Monitoreo de la concentración de TNT y generación de metabolitos 
(amDNT) en el tratamiento FC durante la degradación por los consorcios evaluados A) 
Consorcio original y B) Consorcio activado de -80°C. FC: fuente de carbono, SC: sin 
carbono, C.A: control abiótico. Se presenta el promedio±1ds.  
A) 
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Ilustración 5-7: Monitoreo de la concentración de PETN durante la degradación por los 
consorcios evaluados A) Consorcio original y B) Consorcio activado de -80°C. FC: fuente 
de carbono, SC: sin carbono, C.A: control abiótico. Se presenta el promedio±1ds.  
A) 
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Ilustración 5-8: Ejemplo de microcosmos donde se muestra el color del medio de cultivo 
para el control abiótico y los tratamientos evaluados durante la degradación de TNT y 
PETN por consorcios bacterianos. FC: Fuente de carbono, SC: Sin carbono. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.3 Caracterización genotípica de las bacterias 
degradadoras presentes en los consorcios  
 
Se identificaron las bacterias de los consorcios a los 40 y 80d del enriquecimiento 
selectivo (Numeral 5.1). Estos tiempos fueron seleccionados porque los consorcios 
degradaron el TNT y PETN en el primer pase, por esta razón, se identificaron las 
bacterias al finalizar el mismo (40d), y adicionalmente, los resultados mostraron que los 
consorcios disminuyeron su capacidad degradadora en el tiempo (80d). Por lo anterior, 
se quería comparar la composición de las comunidades microbianas en estos dos 
tiempos.   
 
Las secuencias obtenidas correspondientes al gen rARN 16S presentaron porcentajes de 
identidad (88 – 98%) con otros microorganismos reportados en la base de datos del 
RDP. Sin embargo, para obtener su afiliación taxonómica se tuvieron en cuenta 
porcentajes >97% para identificar hasta el nivel de especie, y >89% para lograr una 
identificación hasta el nivel de género.   
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En términos generales, se observó la presencia de bacterias Gram negativas 
pertenecientes al filum proteobacteria, principalmente a la clase betaproteobacteria, 
seguido por gammaproteobacteria (Tabla 5-10). Es importante mencionar que se observó 
reproducibilidad en la identificación de los cortes de banda realizados en los suelos A y 
C, ya que se analizaron secuencias obtenidas de diferentes réplicas correspondientes a 
una misma banda y se obtuvo la misma afiliación taxonómica. 
 
El perfil de bandeo para el suelo A mostró diferencias en el tiempo y la presencia de 
bandas definidas e intensas (Figura 5-9A). En este suelo, géneros como Cupriavidus y 
Burkholderia fueron identificados tanto a los 40 como a los 80 d del estudio en los 2 
tratamientos evaluados, aunque las bandas fueron más intensas al final del estudio. Por 
otro lado, se lograron identificar bandas del género Comamonas que fueron dominantes 
solo en el tiempo 40 d del estudio, en los 2 tratamientos evaluados. A diferencia, se 
identificó solo en el tratamiento FC a los 80 d, el género Herbaspirillum.  
 
El perfil de bandeo para el suelo B se caracterizó por la presencia de pocas bandas 
dominantes (bandas intensas), en comparación al suelo A (Figura 5-9B). Se observaron 
bandas que con la misma migración en el gel, representaron géneros diferentes, por 
ejemplo, a los 40 d se identificó Rhodanobacter (bandas 1A y 2A), mientras que en la 
misma posición al tiempo 80d, se identificó Achromobacter (banda 9C) en el tratamiento 
FC y Burkholderia (bandas 11A y 12A) en el tratamiento SC (Tabla 5-10). Es importante 
destacar que es difícil conocer con exactitud la composición de la comunidad en los 
consorcios provenientes de este suelo e identificar las bandas que desaparecieron en el 
tiempo, debido no solo al fenómeno anteriormente descrito sino a la baja resolución e 
intensidad de las bandas en el gel, lo cual limitó el corte de bandas.  
 
En el suelo C, se observaron diferencias en el perfil de bandeo en cuanto al número e 
intensidad de las bandas (Figura 5-9C). Se determinó la presencia de los géneros 
Achromobacter y Burkholderia tanto a los 40 como a los 80 d en los 2 tratamientos (FC y 
SC), sin embargo, las bandas presentaron una mayor intensidad al final del estudio. Por 
otro lado, se encontraron Rhodanobacter y Comamonas a los 40 d en los dos 
tratamientos, mientras que Cupriavidus solo se encontró al final del estudio, en el 
tratamiento FC (Tabla 5-10). 
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Ilustración 5-9: Perfiles de DGGE con base en secuencias parciales de la región V3 del 
gen rRNA16S. Se muestran los perfiles de bandas de los consorcios bacterianos durante 
el enriquecimiento selectivo (40 y 80 d) en los suelos evaluados (A, B y C). MP: marcador 
de peso molecular (Hyperladder IV); FC: tratamiento con fuente de carbono; SC: 
tratamiento sin fuente de carbono. En cada gel, se presentan las bandas que fueron 
cortadas y secuenciadas.  
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 Ilustración 5-10: Identificación de microorganismos a partir de los cortes de banda del DGGE en los suelos evaluados (A, B, 
C). 
 
Suelo Muestra Banda      Nombre microorganismo No. Acceso %Identidad Filum Clase       Orden        Familia Género Especie 
A 
FC1-40d 1A Cupriavidus necator AF501357  98% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Cupriavidus necator 
FC3-40d 3A Comamonas sp. IA-30 AB247270 96% Proteobacteria  Betaproteobacteria  Burkholderiales Comamonadaceae Comamonas 
 
FC1-80d 7A beta proteobacterium S-St(4)-12C AB074744 95% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Cupriavidus 
 
 
7B uncultured Herbaspirillum sp. EU882436 91% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Oxalobacteraceae  Herbaspirillum 
 
FC2-80d 8A Ralstonia sp. D13 AF250409 91% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Cupriavidus 
 
FC3-80d 9A Burkholderia sp. Yws-12 AJ704385 91% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Burkholderia 
 
 
9B Ralstonia sp. D13 AF250409 90% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Cupriavidus 
 
 
9C beta proteobacterium S-St(4)-5A AB074745 92% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Cupriavidus 
 
 
9D Burkholderia hospita AY949187 98% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Burkholderia hospita 
SC2-80d 12A uncultured Burkholderia sp. EF075879  95% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Burkholderia 
 
B 
FC1-40d 1A uncultured Fulvimonas sp AY439196 90% Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Rhodanobacter 
 
FC2-40d 2A uncultured Fulvimonas sp. EF072079 89% Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Rhodanobacter 
 
FC3-80d 9A Streptomyces sp. MSU 2261 AY232829 91% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Alcaligenaceae  Achromobacter 
 
 
9B Streptomyces sp. MSU 2261 AY232829 89% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Alcaligenaceae  Achromobacter 
 
 
9C Streptomyces sp. MSU 2261  AY232829 92% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Alcaligenaceae  Achromobacter 
 
SC2-80d 11A Burkholderia sp. Yws-12 AJ704385 91% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Burkholderia 
 
SC3-80d 12A Burkholderia sp HQ130462 88% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  
  
 
12B Burkholderia cepacia AY337584 94% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Burkholderia 
 FC: tratamiento con fuente de carbono; SC: tratamiento sin fuente de carbono. 
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Tabla 5-10: (Continuación) 
 
 
 
FC: tratamiento con fuente de carbono; SC: tratamiento sin fuente de carbono. 
 
Suelo Muestra Banda       Nombre microorganismo No. Acceso %Identidad Filum Clase Orden Familia       Género Especie 
C 
FC1-40d 1A uncultured Fulvimonas sp EF072079 92% Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Rhodanobacter 
 
FC3-40d 3A uncultured Comamonadaceae bacterium  GQ891776 96% Proteobacteria  Betaproteobacteria  Burkholderiales Comamonadaceae Comamonas 
 
 
3B uncultured Comamonas sp FJ439025 94% Proteobacteria  Betaproteobacteria  Burkholderiales Comamonadaceae Comamonas 
 
FC1-80d 7A Alcaligenes sp. ICS20423 AY456217 93% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Alcaligenaceae  Achromobacter 
 
FC2-80d 8A Alcaligenes sp. ICS20423 AY456217 96% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Alcaligenaceae  Achromobacter 
 
FC3-80d 9A Burkholderia cepacia AY337584 89% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Burkholderia 
 
 
9B Burkholderia cepacia AY337584 94% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Burkholderia 
 
 
9C mercury-resistant bacterium CFU 87 DQ401840 93% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Cupriavidus 
 
SC1-80d 10A Burkholderia cepacia AY337584 89% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Burkholderia 
 
  10B Burkholderia hospita AY949187 92% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales  Burkholderiaceae  Burkholderia   
 
  
6. Discusión 
6.1 Establecimiento de consorcios microbianos 
degradadores de TNT y PETN por cultivos de 
enriquecimiento 
Durante el establecimiento de los consorcios utilizando enriquecimiento selectivo se 
observó que en el primer pase, los consorcios fueron capaces de degradar los explosivos 
(TNT y PETN). Sin embargo, al incrementar el número de pases, se observó una 
disminución en la capacidad degradadora lo cual se reflejó en la acumulación de los 
explosivos en el tiempo (Figuras 5-2 y 5-4). 
 
En el enriquecimiento selectivo, no solo se observaron cambios en la capacidad 
degradadora de los consorcios, sino también en la estructura y composición de las 
comunidades bacterianas (Tabla 5-5). Este cambio sugiere que la presencia de 
explosivos y la frecuencia de los pases, afectó la estabilidad de los consorcios (75). De 
hecho, numerosos autores han mencionado que la estabilidad de los consorcios, 
entendida como la resistencia al cambio (capacidad para resistir un disturbio) y la 
resiliencia (capacidad o tiempo que le toma a una  comunidad para regresar a la 
estructura y composición original), se ven seriamente afectadas cuando las comunidades 
microbianas se someten a fuertes y constantes disturbios (66, 67). Por esta razón, 
durante el enriquecimiento selectivo, unos pocos microorganismos lograron persistir a las 
condiciones ambientales generadas. Resultados similares han sido reportados por Travis 
y col. (2008a), quienes evaluaron cambios en la comunidad microbiana durante 30 d a 
diferentes concentraciones de TNT, y determinaron que debido a la presencia del 
explosivo, se generaron cambios en la estructura de la comunidad, en donde pocos 
microorganismos lograron sobrevivir a las condiciones ambientales.  
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La disminución de la capacidad degradadora observada en el tiempo, junto con los 
cambios observados a nivel de estructura y composición de los consorcios, sugieren que 
el enriquecimiento selectivo generó cambios en los consorcios que afectaron su 
funcionalidad. En contraste a los resultados obtenidos en esta investigación, diversos 
estudios han reportado la efectividad del enriquecimiento selectivo para establecer 
consorcios degradadores de algún compuesto de interés. En estos estudios se han 
realizado de 5 a 8 pases y los tiempos de incubación reportados para realizar cada pase 
varían entre 20 d a 90d. Es así, como Boopathy y col. (1998) lograron establecer un 
consorcio anaerobio utilizando enriquecimiento selectivo para degradar explosivos como 
TNT, HMX, TNB y RDX. Los autores realizaron 6 pases (cada 20d) y encontraron que los 
consorcios degradaron estos compuestos, utilizando piruvato como fuente de carbono. 
Así mismo, otros estudios evaluando diferentes compuestos han mostrado la efectividad 
del enriquecimiento selectivo, tal es el caso de Duhamel y col. (2004) quienes 
establecieron 4 consorcios después de 10 pases (cada 3 meses) y encontraron que solo 
uno, el KB-1, logró degradar TCE (Tricloroetileno) y VC (Vinilcloruro), sin la acumulación 
de intermediarios tóxicos, el éxito de la degradación según la investigación, se debe a la 
presencia de dos cepas de Dehalococcoides que se mantuvieron después de realizar 
diferentes transferencias y a sus altas concentraciones celulares. Los autores 
argumentaron que la diferencia entre la degradación obtenida por los otros tres 
consorcios se debe a la estructura de la comunidad, como se determinó por DGGE. De 
igual forma, Chirnside y col. (2007) establecieron tres consorcios a partir de diferentes 
ambientes para degradar atrazina y alaclor. Se determinó que solo uno de los consorcios 
logró degradar dichos compuestos y encontraron que factores como la disponibilidad de 
nutrientes (p.e., carbono y nitrógeno) y la naturaleza del contaminante en las muestras 
utilizadas para realizar el enriquecimiento, puede tener un efecto sobre la capacidad de 
degradación de los consorcios, ya que los microorganismos al tener nutrientes fácilmente 
asimilables no degradan el compuesto de interés.  
 
Es importante destacar que el enriquecimiento selectivo aunque ha sido reportado como 
uno de los métodos más empleados para establecer consorcios, también, es considerado 
por algunos investigadores como un método que no es reproducible. Así lo afirma, Snellix 
y col. (2003) quienes establecieron consorcios para degradar 2,4 DNT y encontraron que 
la estructura de la comunidad de dos consorcios evaluados fue completamente diferente, 
a pesar de que las muestras utilizadas provenían del mismo tipo de suelo. Por esta 
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razón, los autores afirman que el éxito de este tipo de enriquecimientos depende de la 
respuesta adaptativa y estructura de los consorcios.  
 
La efectividad del enriquecimiento selectivo para establecer consorcios en estudios 
previos, en comparación a los resultados obtenidos en esta investigación, hace pensar 
que la funcionalidad de este método depende del tipo de compuesto a degradar y las 
condiciones en las cuales se realice el enriquecimiento (p.e., tiempo de incubación y 
origen de las muestras ambientales) (39). En ese orden de ideas, es posible afirmar que 
en este estudio, las condiciones en las cuales se realizó el enriquecimiento selectivo para 
establecer los consorcios no fueron las más adecuadas, ya que la frecuencia de los 
pases (20 d), podría no haber proporcionado el tiempo suficiente para que las 
poblaciones de microorganismos degradadores incrementarán sus densidades y 
soportarán el disturbio generado. Lo anterior se evidencia en el hecho de que al 
incrementar el número de pases, las poblaciones de algunos microorganismos 
degradadores que conformaban los consorcios al inicio, disminuyeron sus densidades, y 
con ello la capacidad degradadora. Esto hace pensar que la degradación de un consorcio 
depende inicialmente de la presencia de microorganismos claves que sean capaces de 
atacar directamente el compuesto de interés, de tal forma que se generen otros 
compuestos menos complejos que pueden ser utilizados por otros miembros del 
consorcio. Este planteamiento ha sido también postulado en estudios previos realizados 
por Snellinx y col. (2003) donde se demostró que durante el establecimiento de 
consorcios para degradar 2,4 DNT a través de cultivos de enriquecimiento, la presencia 
de Pseudomonas marginalis y Variovorax paradoxus era indispensable para el 
sostenimiento y desarrollo de otra especies dentro del consorcio. 
 
Es importante mencionar que en el presente estudio la densidad de las poblaciones 
microbianas solo se determinó por la intensidad de las bandas del DGGE, cuyo 
comportamiento se reflejó en los perfiles de bandeo e índices de diversidad obtenidos. 
Los resultados mostraron una disminución de la intensidad o desaparición de diferentes 
bandas y este comportamiento sumado a la disminución de la capacidad degradadora, 
sugiere que al final del enriquecimiento selectivo (80d) no era posible que se tuviesen 
altas poblaciones de microorganismos degradadores claves.  
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Durante los dos primeros pases (60d) en los cuales se observó degradación de TNT, los 
consorcios generaron amDNT, como principal metabolito, indicando que la ruta 
metabólica empleada por los microorganismos involucró la reducción de un grupo nitro 
de este compuesto. Estos resultados son consistentes con los reportados por Boopathy y 
col. (1994) y Kim y col. (2002) quienes afirman que bajo condiciones aerobias la 
reducción del TNT se puede realizar mediante dos pasos. El primero involucra la 
formación de compuestos como hidroxilaminodinitrotolueno (HADNTs), 
aminodinitrotolueno (amDNTs), dinitrotolueno (DNT) o compuestos azoxy, mientras que 
en el segundo, se generan compuestos del complejo Mesenheimer. Adicionalmente, en 
el presente estudio, se observó durante la degradación un cambio de color en el medio 
de cultivo, lo cual podría deberse a la presencia de amDNT (Figura 11), ya que se ha 
reportado en ensayos de degradación con consorcios que la transformación de TNT en 
subproductos como DNT y amDNT, genera un cambio progresivo en la coloración del 
medio de cultivo de rojo a café, como se observó en el presente estudio (2). 
 
La producción de amDNT ha sido ampliamente reportada en la literatura debido a que es 
uno de los intermediarios comúnmente generados durante la biodegradación de TNT. Sin 
embargo, es importante destacar que las concentraciones de amDNT obtenidas en este 
estudio fueron altas (35,2±11,4 mg/l), en comparación a las encontradas en la literatura. 
Así lo demuestra un estudio realizado por Oh y Kim (1998), quienes determinaron que 
durante la degradación de TNT (100 mg/l) se generó amDNT en concentraciones ~50% 
menores (13.6 mg/l) a las reportadas en el presente estudio durante 28d. Así mismo, 
Travis y col. (2008a), reportaron valores en un rango de 0.5-14.5 mg/Kg después de 30d 
de incubación en ensayos de degradación con suelos contaminados a 0, 25, 50, 150, 
500, 1500 y 4000 mgTNT/Kg.  
 
La generación de amDNT como principal subproducto de la degradación del TNT en los 
dos primeros pases, sumado a la disminución de la capacidad degradadora de los 
consorcios en el tiempo, sugiere que durante el enriquecimiento selectivo probablemente 
se formaron compuestos azoxy, que originaron un stress adicional sobre la comunidad 
microbiana. Esta situación pudo generar una disminución en la densidad de las 
poblaciones de microorganismos degradadores y por consiguiente, una disminución de la 
capacidad degradadora. Los compuestos azoxy se suelen formar bajo condiciones 
aerobias y por reacciones de condensación del amDNT presente; se caracterizan por su 
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baja solubilidad y se conocen como metabolitos suicidas debido a su efecto tóxico (7, 8). 
Estos compuestos han sido detectados en estudios realizados por Moshe y col. (2009), 
quienes evaluaron la degradación de TNT, RDX y HMX en conjunto, y encontraron que 
ésta fue inhibida por la presencia de TNT debido a la formación de compuestos azoxy. Es 
importante destacar que en el presente estudio debido a la variabilidad observada en las 
concentraciones de PETN, no es posible afirmar que la degradación del TNT presentará 
un efecto inhibitorio sobre la degradación de este explosivo, como se ha observado en 
otras investigaciones. Los resultados obtenidos bajo las condiciones de estudio, 
mostraron que la naturaleza química (p.e, baja solubilidad) de este compuesto, pueden 
limitar la extensión de la degradación.  
 
En relación a la adición de carbono al medio de cultivo durante el enriquecimiento 
selectivo, se observó que los consorcios degradaron el TNT solo en medios 
suplementados con carbono (Figuras 5-4 y 5-2). Así lo afirman Stenuit & Agathos (2010), 
quienes argumentan que durante la transformación de este explosivo se requiere la 
presencia de sustratos de fácil degradación que no solo sirvan como fuente de carbono 
sino que ayuden a reducir los equivalentes (NADP-H) utilizados por las enzimas 
nitroreductasas involucradas durante la degradación. Resultados similares a los 
obtenidos en este estudio han sido descritos por Oh y Kim (1998), quienes observaron 
que la adición de glucosa al medio de cultivo estimuló la degradación, logrando una 
reducción del 100% de TNT en 28 d, mientras que los tratamientos sin adición de 
carbono no mostraron una reducción significativa. De igual forma, Robertson y Jjemba 
(2005)  encontraron que la adición de carbono estimuló el crecimiento microbiano y 
favoreció el proceso de degradación.  
 
A diferencia, el tratamiento sin carbono no favoreció la degradación de TNT. Sin 
embargo, es importante mencionar que durante los primeros 20 d del estudio, cuando no 
se habían iniciado los pases, se observaron altos porcentajes de degradación en este 
tratamiento (SC). Esta capacidad degradadora inicial podría deberse a que durante este 
tiempo (20 d), nutrientes proporcionados por el suelo como nitrógeno y materia orgánica 
favorecieron la degradación (Tabla 4-1). Posteriormente, al realizar los pases a medio de 
cultivo fresco, disminuyeron los nutrientes generando un desbalance que limitó la 
degradación en el tiempo. Por consiguiente, los resultados obtenidos en esta 
investigación evidenciaron que el TNT no puede ser utilizado como fuente de carbono por 
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los microorganismos. Resultados similares han sido reportados por Boopathy y col. 
(1994) quienes encontraron en ensayos de degradación con un consorcio formado por 4 
bacterias del género Pseudomonas sp., que el tratamiento con TNT (100 mg/l) como 
única fuente de carbono no favoreció el crecimiento microbiano y no se observó 
degradación de este compuesto.  
 
En cuanto a la identificación de los microorganismos presentes al tiempo 40 y 80 d del 
enriquecimiento selectivo, se encontró que los consorcios estaban conformados 
principalmente por bacterias Gram negativas, lo cual está sustentado en estudios que 
reportan que algunas de estas bacterias pueden soportar concentraciones hasta de 500 
mgTNT/l, y generalmente, son los microorganismos que se logran aislar con mayor 
frecuencia y abundancia en estudios de biorremediación de explosivos (2, 8, 20, 68). Por 
el contrario, las bacterias Gram positivas se caracterizan por ser más sensibles a la 
presencia de explosivos, así lo demostraron Fuller y Manning (1997), quienes reportaron 
que debido a la composición de su membrana celular, aumenta la permeabilidad, 
permitiendo así la entrada de altas cantidades de TNT que pueden dañar la célula. 
 
Es importante resaltar que los perfiles de bandeo obtenidos a partir de los consorcios 
provenientes de los diferentes suelos, mostraron diferencias en el número e intensidad 
de bandas durante el enriquecimiento selectivo. Sin embargo, se debe destacar que este 
perfil solo representó los microorganismos dominantes, es decir, aquellos que se 
encontraban en mayor abundancia en los consorcios, ya que el DGGE es una técnica 
que permite determinar los miembros dominantes de una comunidad (47). Por lo anterior, 
durante este estudio, aquellos microorganismos degradadores de lento crecimiento que 
se encontraban en bajas concentraciones celulares en los consorcios, no se encuentran 
probablemente representados por las bandas del DGGE.   
 
En el tiempo 40 d, se logró identificar bandas de los géneros Cupriavidus, Comamonas y 
Rhodanobacter en los diferentes suelos. El bajo número de bandas identificadas en este 
tiempo del estudio, podría deberse a que la mayoría de las bandas tenían muy baja 
intensidad, lo cual, limitó la reamplificación del ADN eluído para su posterior 
secuenciación. Por el contrario, al tiempo 80 d, los geles de DGGE obtenidos mostraron 
la presencia de bandas claramente definidas e intensas, facilitando así su procesamiento 
en el laboratorio y secuenciación. Al final del enriquecimiento selectivo, en términos 
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generales, se identificaron géneros como Burkholderia y Achromobacter y se mantuvo la 
presencia de Cupriavidus, mientras que no se logró identificar miembros de otros 
géneros encontrados en el primer pase como Rhodanobacter y Comamonas.  
 
Algunos de los géneros bacterianos identificados en este estudio han sido reportados 
como degradadores de compuestos nitroaromáticos o aromáticos en diversas 
investigaciones. Es así como, estudios realizados por Johnson y col. (2001) y Yin y col. 
(2010) demostraron la capacidad de Comamonas sp. cepa JS765 para degradar 
compuestos amDNT a través de la enzima nitrobenceno dioxigenasa y de Cupriavidus 
JMP134 para degradar compuestos aromáticos como el nitrofenol, respectivamente.  
 
En relación a los géneros identificados a los 80 d, se ha determinado su capacidad para 
degradar compuestos como 2,4 DNT. Estudios realizados por Nishino y col. (2010) y 
Leungsakul y col. (2005) demostraron que Burkholderia puede mineralizar 2,4 DNT y 2,6 
DNT a través de rutas metabólicas diferentes, utilizando estos compuestos como fuente 
de nitrógeno y carbono. Así mismo, la capacidad degradadora de Achromobacter ha sido 
reportada por Hudcova y col. (2011) en consorcios bacterianos degradadores de 2,4 
DNT. Los autores encontraron que la bacteria es capaz de degradar este compuesto 
individualmente, y posiblemente puede utilizarlo como fuente de carbono y energía. 
 
En este orden de ideas, la presencia de diferentes géneros bacterianos identificados a 
los 40 d y 80 d, sumado a la disminución de la capacidad degradadora, sugiere que la 
estructura de la comunidad es un factor determinante para garantizar la funcionalidad 
(degradación) de los consorcios por los explosivos. La presencia a los 40 d de géneros 
bacterianos como Comamonas, cuya capacidad para degradar compuestos amDNT 
(principal metabolito generado en este estudio) ha sido descrita en estudios previos, y su 
ausencia a los 80 d, evidencia que algunos microorganismos degradadores claves no 
persistieron a las condiciones ambientales presentes. A diferencia, al final del 
enriquecimiento selectivo, la presencia de microorganismos que han sido reportados 
como degradadores de 2,4 DNT (Burkholderia y Achromobacter) podría indicar que las 
poblaciones microbianas dominantes fueron aquellas que tuvieron la capacidad de tolerar 
altas concentraciones de explosivos y degradar subproductos generados por 
microorganismos degradadores de los compuestos iniciales. 
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6.2 Evaluación de la capacidad degradadora de TNT y 
PETN por los consorcios  
Al finalizar el enriquecimiento selectivo (80d) los consorcios provenientes de los tres 
suelos fueron mezclados por tratamiento, obteniendo así dos consorcios (FC y SC). 
Posteriormente, se concentró la biomasa de cada uno, y el pellet obtenido se separó en 
dos partes, una de las cuales fue criopreservada (-80°C) y otra que fue resuspendida en 
medio de cultivo con explosivos, para continuar los ensayos de degradación. Esta nueva 
fase de evaluación se realizó con el fin de comparar la capacidad degradadora de los 
consorcios establecidos (consorcios originales) y los consorcios activados de -80°C.  
 
Durante la evaluación de la capacidad degradadora de los consorcios originales y los 
activados de -80°C, se observó que después de 15 d, los consorcios degradaron TNT y 
generaron amDNT como metabolito (Figura 5-6). Este comportamiento sugiere que los 
consorcios utilizaron los primeros 15 d para estabilizarse después de sufrir cambios en su 
estructura generados por la presencia de explosivos y la frecuencia de los pases 
realizados durante el enriquecimiento selectivo. Después de este periodo de 
aclimatación, se inició el proceso de degradación, debido, probablemente, a que algunos 
microorganismos degradadores incrementaron sus densidades y adicionalmente, al 
mezclar los consorcios de los tres suelos, la riqueza de microorganismos pudo haber 
aumentado. Así lo afirman Timmis y col. (2001) quienes argumentan que la diversidad de 
especies interactuando en una comunidad sumado a la presencia de especies 
redundantes favorecen la estabilidad y asegura la utilización de los recursos bajo 
condiciones ambientales cambiantes.  
 
El restablecimiento de la capacidad degradadora de los consorcios después de un 
periodo de aclimatación, podría confirmar la hipótesis postulada en este estudio, en 
donde se argumenta que durante el enriquecimiento selectivo las poblaciones de 
microorganismos degradadores claves que participan en la reducción inicial del TNT 
disminuyeron por la frecuencia de los pases realizados, conllevando a la disminución de 
la capacidad degradadora de este compuesto. Por lo anterior, se puede decir, que en un 
consorcio el “trabajo en equipo” de cada uno de sus miembros (cometabolismo) garantiza 
la degradación y la preservación de la funcionalidad en el tiempo. (69-76) (77) (78, 79) 
(80)
  
 
7. Conclusiones y recomendaciones 
7.1 Conclusiones 
 El enriquecimiento selectivo realizado bajo las condiciones del estudio no fue 
adecuado para establecer consorcios bacterianos degradadores. La frecuencia de 
los pases (20d) probablemente disminuyó la capacidad degradadora de los 
consorcios. 
 
 En ensayos de biodegradación de TNT es indispensable adicionar una fuente de 
carbono al medio de cultivo con el fin de estimular el proceso de degradación. Los 
resultados obtenidos en esta investigación mostraron que el TNT fue utilizado como 
fuente de nitrógeno por las comunidades microbianas. 
 
 La estructura de la comunidad es un factor determinante para garantizar la 
funcionalidad de un consorcio, por esta razón, se debe garantizar la presencia de 
microorganismos que tengan la capacidad de degradar el TNT y los diferentes 
subproductos generados durante la degradación. 
 
 El restablecimiento de la capacidad degradadora de los consorcios después de 15d 
evidenció que la degradación de explosivos por consorcios microbianos involucra la 
participación de especies claves responsables de generar subproductos que son 
utilizados por otras especies.  
 
 La naturaleza química del PETN (baja solubilidad) probablemente limitó la extensión 
de la degradación y generó gran variabilidad en los datos obtenidos.  
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7.2  Recomendaciones 
 Para establecer consorcios degradadores se recomienda realizar pases a intervalos 
de tiempo mayores a 20d o realizarlos una vez se determine que los 
microorganismos degradaron los explosivos. 
 
 Determinar otros subproductos de la degradación de explosivos (p.e., hidroxilaminos, 
compuestos azoxy, diaminonitrotolueno) con el fin de conocer los metabolitos 
generados y de esta forma inferir en las rutas metabólicas realizadas por 
microorganismos durante la degradación. 
 
 Monitorear las poblaciones microbianas a través de técnicas como PCR en tiempo 
real, con el fin de garantizar la presencia de microorganismos degradadores durante 
el enriquecimiento. 
 
 Para identificar los microorganismos presentes en los consorcios se recomienda 
hacer uso de técnicas como la clonación, de esta forma se podría obtener mayor 
información a nivel taxonómico y se evitarían problemas asociados al corte de 
bandas.  
 
 
  
A. Anexo: Composición del medio 
de cultivo T2 
Solución Composición Cantidad 
Tampón 
Llevada a 250 mL con agua 
destilada. 
K2HPO4 17, 5 g 
KH2PO4 7,5 g 
Sales  
Llevada a 250 mL con agua 
destilada. 
HCl 1M 3 ml 
NaCl 12,5 g 
MgSO4 * 7 H2O 5 g 
CaCl2 1 g 
Hierro 
Llevada a 100 mL con agua 
destilada. 
 
HCl 1M 3 ml 
FeSO4 * 7 H2O 0,3 g 
Elementos trazas 
Llevada a 1100 mL con agua 
destilada. 
HCl (18 – 19%) 20 ml 
MnSO4*H2O 0,2 g 
H3BO4 0,1 g 
CaSO4*5 H2O 0,05 g 
CoSO4 * 5H2O 0,01 g 
Na2MoO4 * 2H2O 0,01 g 
NiSO4 * 6 H2O 0,01 g 
Fuente de carbono 
Llevada a 100 mL con agua 
destilada. 
 
Glucosa 2,5g 
Glicerol 2 ml 
Citrato 2,5 g 
Acetato 2,5 g 
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Para la preparación de 1l de medio de cultivo, se adicionaron 10 ml de la solución 
tampón, 10 ml de la solución de sales, 1 ml de la solución de hierro y 1 ml de elementos 
traza y se completó con agua destilada. Es importante tener en cuenta, que para el 
tratamiento fuente de carbono, se adicionaron 10 ml de la solución de carbono. Se ajusto 
el pH a 7.2±0.2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
B. Anexo: Curvas de calibración 
Curvas de calibración obtenidas a partir de los estándares de referencia. Se muestra el 
promedio (n=3) ±1 ds y el intervalo de confianza (95%). 
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R2= 0.9991
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C. Anexo: Análisis estadístico para 
TNT (Objetivo 1)  
Pruebas de los efectos inter-sujetos 
Variable dependiente:TNT 
Origen Suma de 
cuadrados tipo 
III Gl 
Media 
cuadrática F Sig. 
Modelo corregido 3,666E6 100 36664,917 9,584 ,000 
Intersección 7629444,242 1 7629444,242 1994,240 ,000 
Suelo 215759,942 3 71919,981 18,799 ,000 
Tratamiento 454970,226 1 454970,226 118,923 ,000 
Pase 519845,871 2 259922,936 67,941 ,000 
Tiempo 481227,043 4 120306,761 31,447 ,000 
Suelo * Tratamiento 81760,880 3 27253,627 7,124 ,000 
Suelo * Pase 104094,177 5 20818,835 5,442 ,000 
Suelo * Tiempo 375679,698 12 31306,642 8,183 ,000 
Tratamiento * Pase 31152,927 2 15576,463 4,071 ,019 
Tratamiento * Tiempo 39036,835 4 9759,209 2,551 ,041 
Pase * Tiempo 56860,590 7 8122,941 2,123 ,044 
Suelo * Tratamiento * Pase 31501,815 5 6300,363 1,647 ,150 
Suelo * Tratamiento * 
Tiempo 
58268,552 12 4855,713 1,269 ,241 
Suelo * Pase * Tiempo 212351,742 17 12491,279 3,265 ,000 
Tratamiento * Pase * 
Tiempo 
130869,541 7 18695,649 4,887 ,000 
Suelo * Tratamiento * Pase 
* Tiempo 
191030,636 16 11939,415 3,121 ,000 
Error 623595,807 163 3825,741   
Total 1,236E7 264    
Total corregida 4290087,557 263    
a. R cuadrado = ,855 (R cuadrado corregida = ,765) 
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D. Anexo: Análisis estadístico para 
PETN (Objetivo 1) 
Pruebas de los efectos inter-sujetos 
Variable dependiente:PETN 
Origen Suma de 
cuadrados tipo 
III gl 
Media 
cuadrática F Sig. 
Modelo corregido 7,693E6 93 82721,988 6,367 ,000 
Intersección 9424863,349 1 9424863,349 725,472 ,000 
Suelo 510648,946 3 170216,315 13,102 ,000 
Tratamiento 55272,341 1 55272,341 4,255 ,041 
Pase 480121,356 2 240060,678 18,479 ,000 
Tiempo 799563,310 4 199890,828 15,386 ,000 
Suelo * Tratamiento 156344,123 3 52114,708 4,011 ,009 
Suelo * Pase 902762,690 5 180552,538 13,898 ,000 
Suelo * Tiempo 627215,876 12 52267,990 4,023 ,000 
Tratamiento * Pase 123592,563 2 61796,281 4,757 ,010 
Tratamiento * Tiempo 135750,879 4 33937,720 2,612 ,038 
Pase * Tiempo 2242465,908 6 373744,318 28,769 ,000 
Suelo * Tratamiento * 
Pase 
387462,577 5 77492,515 5,965 ,000 
Suelo * Tratamiento * 
Tiempo 
231720,066 12 19310,005 1,486 ,136 
Suelo * Pase * Tiempo 1190463,428 15 79364,229 6,109 ,000 
Tratamiento * Pase * 
Tiempo 
53372,794 6 8895,466 ,685 ,662 
Suelo * Tratamiento * 
Pase * Tiempo 
200134,073 13 15394,929 1,185 ,296 
Error 1792805,803 138 12991,346   
Total 1,905E7 232    
Total corregida 9485950,657 231    
a. R cuadrado = ,811 (R cuadrado corregida = ,684) 
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E. Anexo: Perfiles de DGGE con base en 
secuencias parciales de la región V3 
del 16S rRNA durante el 
establecimiento de los consorcios  
MP: marcador de peso molecular (Hyperladder IV); FC: tratamiento con fuente de 
carbono; SC: tratamiento sin fuente de carbono. 
A) Tiempo: 0d 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) Tiempo: 20d 
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C) Tiempo: 40d 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D) Tiempo: 60d 
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E) Tiempo: 80d 
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F. Anexo: Análisis estadístico para TNT 
y PETN - Prueba de los efectos inter-
sujetos (SPSS) – Objetivo 2 
 
Variable dependiente:TNT 
Origen 
Suma de 
cuadrados tipo 
III gl 
Media 
cuadrática F Sig. 
Modelo corregido 1796200.112
a
 48 37420.836 12.569 .000 
Intersección 3827261.514 1 3827261.514 1285.505 .000 
Consorcio 549943.577 2 274971.789 92.358 .000 
Tratamiento 80050.048 1 80050.048 26.887 .000 
Tiempo 306873.625 8 38359.203 12.884 .000 
Consorcio * Tratamiento 93198.142 2 46599.071 15.652 .000 
Consorcio * Tiempo 499936.338 16 31246.021 10.495 .000 
Tratamiento * Tiempo 60669.533 8 7583.692 2.547 .013 
Consorcio * Tratamiento * 
Tiempo 
118691.263 11 10790.115 3.624 .000 
Error 428723.195 144 2977.244   
Total 7363053.608 193    
Total corregida 2224923.307 192    
a. R cuadrado = .807 (R cuadrado corregida = .743) 
Pruebas de los efectos inter-sujetos 
Variable dependiente:PETN 
Origen Suma de 
cuadrados tipo 
III gl 
Media 
cuadrática F Sig. 
Modelo corregido 618567.416
a
 53 11671.083 2.797 .000 
Intersección 2027138.174 1 2027138.174 485.852 .000 
Consorcio 16456.874 2 8228.437 1.972 .143 
Tratamiento 2892.104 1 2892.104 .693 .406 
Tiempo 278211.117 8 34776.390 8.335 .000 
Consorcio * Tratamiento 58195.311 2 29097.656 6.974 .001 
Consorcio * Tiempo 63513.049 16 3969.566 .951 .512 
Tratamiento * Tiempo 74175.129 8 9271.891 2.222 .028 
Consorcio * Tratamiento * 
Tiempo 
118888.425 16 7430.527 1.781 .038 
Error 667574.299 160 4172.339   
Total 3335330.120 214    
Total corregida 1286141.715 213    
a. R cuadrado = .481 (R cuadrado corregida = .309) 
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G. Anexo: Análisis Post-Hoc para TNT 
y PETN (SPSS) (Objetivo 2) 
Comparaciones múltiples 
TNT 
Scheffe 
(I)Consorcio (J)Consorcio Diferencia de 
medias (I-J) Error típ. Sig. 
Intervalo de confianza 95% 
Límite inferior Límite superior 
Antiguo -80° C 19.4972 10.02014 .154 -5.2869 44.2813 
Control -103.5142
*
 9.19234 .000 -126.2508 -80.7775 
-80° C Antiguo -19.4972 10.02014 .154 -44.2813 5.2869 
Control -123.0114
*
 9.93002 .000 -147.5726 -98.4502 
Control Antiguo 103.5142
*
 9.19234 .000 80.7775 126.2508 
-80° C 123.0114
*
 9.93002 .000 98.4502 147.5726 
Basadas en las medias observadas. 
 El término de error es la media cuadrática (Error) = 2977.244. 
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05. 
PETN 
Scheffe 
(I)Consorcio (J)Consorcio Diferencia de 
medias (I-J) Error típ. Sig. 
Intervalo de confianza 95% 
Límite inferior Límite superior 
Antiguo -80° C 21.2216 10.80345 .149 -5.4720 47.9152 
Control 5.3385 10.80345 .885 -21.3551 32.0321 
-80° C Antiguo -21.2216 10.80345 .149 -47.9152 5.4720 
Control -15.8831 10.84116 .344 -42.6699 10.9037 
Control Antiguo -5.3385 10.80345 .885 -32.0321 21.3551 
-80° C 15.8831 10.84116 .344 -10.9037 42.6699 
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Comparaciones múltiples 
TNT 
Scheffe 
(I)Consorcio (J)Consorcio Diferencia de 
medias (I-J) Error típ. Sig. 
Intervalo de confianza 95% 
Límite inferior Límite superior 
Antiguo -80° C 19.4972 10.02014 .154 -5.2869 44.2813 
Control -103.5142
*
 9.19234 .000 -126.2508 -80.7775 
-80° C Antiguo -19.4972 10.02014 .154 -44.2813 5.2869 
Control -123.0114
*
 9.93002 .000 -147.5726 -98.4502 
Control Antiguo 103.5142
*
 9.19234 .000 80.7775 126.2508 
-80° C 123.0114
*
 9.93002 .000 98.4502 147.5726 
Basadas en las medias observadas. 
 El término de error es la media cuadrática (Error) = 2977.244. 
Basadas en las medias observadas. 
 El término de error es la media cuadrática (Error) = 4172.339. 
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